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1. Riassunto 
 
Le cellule staminali mesenchimali (MSC) sono cellule multipotenti progenitrici di 
lineage mesodermici che possono essere isolate da diversi distretti, tra cui midollo 
osseo, tessuto adiposo, placenta e gelatina di Wharton. Queste cellule mostrano bassa 
immunogenicità e elevate proprietà immunosoppressive. Le MSC sono in grado infatti 
di interagire con le cellule del sistema immunitario, andando ad alterarne la 
proliferazione e la secrezione di citochine. Grazie a queste loro proprietà costituiscono 
un promettente strumento per la terapia cellulare nella medicina rigenerativa e nella 
cura di patologie causate dal sistema immunitario, con la possibilità così di sostituire la 
terapia immunosoppressiva farmacologica, che è associata a numerosi effetti 
collaterali. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di ingegnerizzare cellule staminali mesenchimali 
umane prelevate dalla gelatina di Wharton (WJ-hMSC) con il gene dell’interleuchina-
10 derivante dal virus di Epstein-Barr (vIL-10), in modo da aumentarne il potere 
immunosoppressivo, ma senza alterarne le proprietà. Pur essendo molto simile 
all’interleuchina-10 umana, vIL-10 è priva dei domini proteici che stimolano il sistema 
immunitario ed è quindi una molecola che manifesta proprietà anti-infiammatorie.  
L’ingegnerizzazione è stata effettuata trasducendo le cellule con LAW34, un vettore 
lentivirale derivante dal virus dell’immunodeficienza felina (FIV), che esprimeva 
contemporaneamente vIL-10 e la timidina chinasi (TK) dell’herpes simplex (LAW34-
vIL10/TK), quest’ultima permetterà di monitorare in vivo le cellule trasdotte. Sono 
stati impiegati altri due costrutti di controllo, LAW34-vIL10, esprimente solo vIL-10, 
per verificare che la presenza di HSV-TK non interferisse con la produzione e le 
funzionalità della vIL-10, e LAW34-GFP, esprimente la green fluorescent protein 
(GFP), per valutare l’efficienza di trasduzione tramite citofluorimetro a flusso. 
Verificata in via preliminare la funzionalità dei costrutti recanti vIL-10 tramite 
Western Blot, le WJ-hMSC sono state trasdotte ed è stato verificato che ciò non 
andasse a modificarne il fenotipo e le proprietà biologiche. Le proprietà 
immunomodulatorie delle WJ-hMSC wild type e ingegnerizzate, e dei rispettivi 
surnatanti, sono state valutate sull’immunità acquisita cellulo-mediata e umorale, 
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andando a rilevare, nel primo caso, la produzione di interferone-γ (IFN-γ) da parte di 
linfociti T stimolati e, nel secondo, la produzione del fattore di necrosi tumorale α 
(tumor necrosis factor, TNF-α) da parte di monociti stimolati. I risultati mostrano che 
l’ingegnerizzazione con vIL-10 aumenta le capacità immunosoppressive delle WJ-
hMSC, andando così a costituire un potenziale nuovo e più potente approccio di 
terapia cellulare. Saranno necessari successivi studi in vivo su modelli animali per 
confermarne l’efficacia. 
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2. Abstract 
Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent progenitor cells of the mesodermal 
lineage that can be isolated from different districts, including bone marrow, adipose 
tissue, placenta and Wharton's jelly. These cells exhibit low immunogenicity and high 
immunosuppressive properties. MSCs are indeed able to interact with cells of the 
immune system, influencing their proliferation and the secretion of cytokines. Thanks 
to these properties, they constitute a promising tool for cell therapy in regenerative 
medicine and in the treatment of diseases caused by the immune system, with the 
potential to replace the immunosuppressive drug therapy, which is associated with 
numerous side effects. 
The aim of this thesis was to engineer Wharton Jelly-derived human MSCs (WJ-
hMSCs) with the Epstein-Barr virus-derived interleukin-10 gene (vIL-10), in order to 
increase the immunosuppressive abilities, without altering the properties. Although 
very similar to human interleukin-10, vIL-10 is devoid of protein domains that 
stimulate the immune system and, thus, is a molecule that manifests anti-inflammatory 
properties. 
The engineering was performed by transducing cells with LAW34, a feline 
immunodeficiency virus-derived vector co-expressing vIL-10 and herpes simplex virus 
thymidine kinase (TK) (LAW34-vIL10/TK), which will permit monitoring transduced 
cells in vivo. Two control constructs were used, namely LAW34-vIL10, expressing 
only vIL-10, to verify that the presence of HSV-TK does not interfere with the 
production and functionality of the vIL-10, and LAW34-GFP, expressing the green 
fluorescent protein (GFP), to assess the efficiency of transduction by flow cytometer. 
After a preliminary functionality verification of constructs bearing vIL-10 by Western 
blot, the WJ-hMSCs were transduced and it was verified that their phenotype and 
biological properties had not changed. The immunomodulatory properties of WJ-
hMSCs wild type and engineered, and their supernatants, were evaluated on cell-
mediated acquired immunity and humoral immunity, detecting, in the first case, the 
production of interferon-γ (IFN-γ) by stimulated T lymphocytes and, in the second, the 
production of tumor necrosis factor-α (TNF-α) by stimulated monocytes. The results 
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show that the engineering with vIL-10 increases the immunosuppressive capacity of 
WJ-hMSCs, offering a potential new and more powerful approach to cell therapy. 
Further in vivo studies in animal models will be necessary to confirm its effectiveness. 
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3. Introduzione 
 
3.1 Cellule staminali 
Le cellule staminali (CS) sono cellule indifferenziate in grado di auto-rinnovarsi (self-
renewal) e di differenziare in diversi tipi cellulari. A seconda del loro potenziale 
differenziativo si distinguono: cellule staminali totipotenti, in grado di generare 
l’intero organismo inclusi gli annessi embrionali; pluripotenti, in grado di dare origine 
a tutti i lineage del corpo, tranne gli annessi; multipotenti, in grado di originare diversi 
tipi cellulari appartenenti ad un lineage; unipotenti, in grado di formare solo un tipo 
cellulare (Jaenisch & Young, 2008). 
Le cellule staminali sono in grado di compiere divisioni simmetriche, tramite le quali 
producono due cellule figlie identiche, e asimmetriche, con le quali danno origine a 
una CS e ad una cellula che andrà incontro a differenziamento. Le divisioni 
simmetriche permettono un aumento in numero delle CS, sia durante il normale 
sviluppo embrionale, che, in certi casi, in seguito a danno tissutale (Sánchez-Taltavull 
& Alarcόn, 2014). Le divisioni asimmetriche predominano durante il tardo sviluppo 
embrionale e nell’età adulta e garantiscono il mantenimento dell’omeostasi tissutale. 
Mediante questo tipo di divisione, una cellula figlia si troverà in un microambiente 
diverso da quello dell’altra cellula figlia, e questo avrà delle conseguenze sul suo 
comportamento. Questa cellula infatti, chiamata cellula amplificatrice in transito 
(transit amplifyng cell, TAC), andrà in contro a differenziamento, associato ad una 
intensa fase di proliferazione. Più andrà avanti il processo differenziativo, minori 
saranno le divisioni compiute dalle cellule, fino ad arrivare a cellule completamente 
differenziate. Il fatto che siano le TAC a dividersi in maniera elevata, mentre le CS si 
dividono di rado, è un meccanismo di protezione contro l’accumulo di danni cellulari 
(McHale & Lander, 2014). 
Le cellule staminali possono essere divise in tre categorie: 
 Cellule staminali embrionali (embryonic stem cells, ESCs) 
 Cellule staminali adulte (adult stem cells, ASCs) 
 Cellule staminali pluripotenti indotte (induced pluripotent stem cells, IPSCs) 
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Le ESCs sono cellule staminali pluripotenti, situate nella massa cellulare interna (inner 
cell mass) della blastocisti, che daranno origine a tutti i tessuti del corpo. La loro 
abilità di self-renewal e la loro pluripotenza è controllata da interazioni dinamiche tra 
vari livelli di regolazione che includono quelli trascrizionali, post-trascrizionali, 
epigenetici e provenienti dall’ambiente extracellulare (Jaenisch & Young 2008). 
Tuttavia le ESCs, all’interno della blastocisti, hanno una vita limitata, in quanto, nel 
corso delle sviluppo danno origine ai diversi tipi cellulari dell'organismo riducendo 
progressivamente il loro potenziale differenziativo. 
Le ASCs sono cellule multipotenti, o unipotenti, presenti in tutti i tessuti 
dell’organismo, come ad esempio nella pelle, nella retina, nel cordone ombelicale, nel 
midollo osseo, nel fegato o nel pancreas. Hanno la funzione di presiedere all’omeostasi 
tissutale, e quindi al turnover dei diversi tessuti corporei. 
Nell’uomo si assiste ad una eterogeneità per quanto riguarda il comportamento delle 
ASCs nel controllo del turnover dei diversi tessuti. Alcuni tessuti, come le cellule del 
sangue e l’epidermide, possiedono infatti un turnover molto elevato, altri, come gli 
epatociti, hanno un turnover più basso, sebbene conservino un alto potenziale 
rigenerativo, infine, altri ancora, come il tessuto nervoso, hanno un turnover e un 
potenziale rigenerativo basso. 
All’interno dei tessuti, le ASCs risiedono in microambienti specifici, chiamati nicchie. 
Queste localizzazioni protette forniscono sostegno strutturale e segnali molecolari che 
regolano la quiescenza e l’attivazione delle ASCs (Rezza et al., 2014). Nelle nicchie, 
all’interno delle quali possono risiedere una o più ASCs, (Morrison & Spradling, 
2008), generalmente si trovano anche altri componenti, che consistono in cellule di 
supporto, come cellule mesenchimali, matrice extracellulare (Rezza et al., 2014). 
Le IPSCs sono cellule staminali pluripotenti con proprietà simili alle ESCs. Queste 
cellule sono ottenute tramite una riprogrammazione di cellule somatiche differenziate. 
Le prime IPSCs sono state ottenute nel 2006 (Takahashi & Yamanaka, 2006). Le 
IPSCs sono state indotte a partire da fibroblasti di topo tramite l’introduzione di 
quattro fattori di trascrizione, Oct3/4, Sox2, c-Myc, e Klf4. Di questi, Oct3/4 e Sox2 
sono due dei tre geni master della pluripotenza. Questi quattro fattori sono stati 
introdotti tramite una trasduzione mediata da un retrovirus. 
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A partire dagli esperimenti di Yamanaka si è poi cercato di migliorare la 
riprogrammazione delle cellule. È stato dimostrato come eliminando dal cocktail di 
fattori c-Myc, un proto-oncogene in seguito alla riattivazione del quale si aveva uno 
sviluppo tumorale, (Nakagawa et al., 2008), si potessero ottenere ugualmente delle 
IPSCs. Dato che i retrovirus e i lentivirus impiegati inizialmente per produrre IPSCs 
potevano causare mutagenesi inserzionale, si è cercato di ottenere queste cellule con 
altre metodi, che includono adenovirus (Stadtfeld et al., 2008) e plasmidi. 
La frequenza di riprogrammazione dei vari tipi cellulari varia a seconda della cellula, 
ma in genere è bassa (Yamanaka & Blau, 2010). Maggiore è il grado di 
differenziamento più è difficile la riprogrammazione. 
Grazie alle loro caratteristiche, le cellule staminali suscitano grande interesse sia dal 
punto di vista clinico che della ricerca di base. Possono essere usate per incrementare 
le nostre conoscenze su alcuni fenomeni quali lo sviluppo, l’invecchiamento ma anche 
le malattie. Inoltre possono essere impiegate anche nella prevenzione o nel trattamento 
di patologie, tramite la medicina rigenerativa, l’immunoterapia, la gene therapy 
(Brignier & Gewirtz, 2010) o il loro impiego nello sviluppo di farmaci. 
Le ESCs, grazie alla loro pluripotenza, hanno un grande potenziale, tuttavia il loro 
l’impiego ha suscitato diversi problemi etici, a causa della loro provenienza, tanto che 
l'impiego delle ESCs nella ricerca è proibita in diversi paesi. 
Nel 2010 la Food and Drug Administration (FDA) ha approvato il primo trial clinico 
che usava una terapia basata sulle ESCs in pazienti con danni al midollo spinale. Un 
altro problema a cui si può andare in contro con l’uso di queste cellule è il rigetto in 
seguito a trapianti (Takahashi & Yamanaka, 2006), che deve essere evitato tramite 
l’impiego di farmaci immunosoppressori, i quali a loro volta portano a una serie di 
complicanze. L'impiego di IPSCs permette di superare entrambi questi problemi, in 
quanto vengono generate dalle cellule somatiche del paziente stesso. Esse presentano 
quindi un enorme potenziale per il trattamento e l'analisi di patologie. 
Le ASCs, sebbene abbiano una potenzialità minore rispetto alle ESCs, sono in una fase 
di sperimentazione più avanzata. Le cellule staminali ematopoietiche, ad esempio, 
sono già applicate in terapia, per il trattamento di tumori e altre patologie. Tra le ASCs 
più studiate, si trovano le cellule staminali mesenchimali. 
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3.2 Cellule staminali mesenchimali e loro origine 
Le cellule staminali mesenchimali sono cellule multipotenti che hanno la potenzialità 
di differenziare in lineage mesodermici (Pittenger et al., 1999). Furono individuate per 
la prima volta da Friedenstein (Friedenstein et al., 1966), che le descrisse come una 
popolazione cellulare simile ai fibroblasti in grado di differenziare in osteociti. Studi 
successivi hanno dimostrato che sono in grado di differenziare in altri tipi cellulari, 
quali adipociti e condrociti (Pittenger et al., 1999), ma anche in cellule muscolari, 
precursori neurali, cardiomiociti (Aggarwal & Pittenger, 2005) ed epatociti (Schwarz 
et al., 2002). Sebbene siano state isolate per la prima volta dal midollo osseo (BM-
MSC), sono state trovate anche in altri distretti, quali il tessuto adiposo (AT-MSC), il 
sangue (PB-MSC), i polmoni, il cordone ombelicale (UC-MSC), la placenta (PL-
MSC), l'amnion (AM-MSC) e la gelatina di Wharton (WJ-MSC) (Hass et al., 2011; Li 
et al., 2014; Manochantr et al., 2012). Tutti questi tipi cellulari hanno una morfologia 
simile alle BM-MSC e sono in grado di differenziare in senso osteogenico e 
adipogenico. Le WJ-MSC e le UC-MSC possiedono un potenziale proliferativo 
maggiore delle BM-MSC (Manochantr et al., 2012). Le UC-MSC si duplicano in 24 h 
già dal primo passaggio in coltura e mantengono questa capacità anche dopo il decimo, 
mentre le BM-MSC raddoppiano dopo 40 h e aumenta il tempo di proliferazione 
notevolmente dopo il sesto passaggio (P6) (Hass et al., 2011). 
Nonostante l’elevata attività proliferativa delle UC-MSC, le cellule non mostrano 
alcun segno di senescenza dopo diversi passaggi, mentre le BM-MSC mostrano segni 
di senescenza già nei primi passaggi (P7) (Hass et al., 2011). 
Per quanto riguarda l’immunofenotipo, le diverse popolazioni di MSC presentano un 
diverso profilo di espressione dei marker. Ad esempio le BM-MSC e le AT-MSC 
esprimono STRO-1 e CD13, non presenti sulle PB-MSC. Queste a loro volta 
presentano dei marcatori, come CD54, non espressi sulle BM-MSC (Hass et al., 2011).  
Ad oggi, non esiste un marcatore specifico per le MSC. Per questo motivo, per la loro 
identificazione, ci si basa su una combinazione di marcatori per le quali le MSC 
devono risultare positive o negative (Pountos et al., 2007). La Società Internazionale 
per la Terapia Cellulare (International Society for Cellular Therapy, ISCT) ha stabilito 
che, per essere definite tali, più del 95% della popolazione di MSC deve risultare 
positiva a 3 marcatori: CD73, CD90, CD105. Inoltre non devono esprimere (≤ 2% 
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positive) i marcatori delle cellule ematopoietiche CD14, CD34 e CD45 (Dominici et 
al., 2006).  
Sebbene il midollo osseo rappresenti la principale risorsa di MSC, sia per studi 
sperimentali che clinici (Figura 3.1), il loro impiego presenta dei limiti. La procedura 
tramite la quale le cellule sono prelevate, infatti, è invasiva e dolorosa, e con 
l’aumentare dell’età del donatore si assiste a un decremento del loro numero e delle 
loro capacità proliferative e differenziative (Manochantr et al., 2012; Li et al., 2014). 
Inoltre, presentano un alto grado di esposizione virale (Li et al., 2014). Le MSC isolate 
dagli altri tessuti, adulti o associati alla nascita, costituiscono quindi una valida 
alternativa alla BM-MSC. Tra i vantaggi dei tessuti neonatali, quali la placenta e la 
gelatina di Wharton, vi sono la loro facile accessibilità, che non richiede procedure 
invasive, le maggiori capacità proliferative e differenziative e l'abbondanza delle MSC 
da loro derivate (Hass et al., 2011). Pittenger e collaboratori., ad esempio, riuscirono a 
ricavare solo dallo 0,001 allo 0,01% di MSC da un aspirato di midollo (Pittinger et al., 
1999). I risultati comunque possono variare a seconda dell’età del donatore e dal 
metodo di isolamento. 
 
Figura 3.1: Provenienza delle MSC impiegate nei trials registrati tra il 1° gennaio 
2014 e il 31 dicembre 2014. (Bersenev Alexey. Cell therapy clinical trials – 2014 
report. CellTrials blog. January 22, 2015; http://celltrials.info. Modificata). 
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Il ruolo fisiologico delle MSC, situate nella zona perivascolare di tutti i vasi del corpo 
(Caplan, 2007), sembra essere quello di agire come risorsa di nuove cellule per il 
turnover fisiologico e di riparare lesioni locali (Da Silva Meirelles et al., 2008). Le 
MSC, in seguito a determinati segnali, sono in grado anche di migrare in siti 
danneggiati lontani dalla loro posizione, dove secernono fattori in grado di stimolare la 
mitosi delle cellule staminali del tessuto lesionato, inibire la cicatrizzazione e stimolare 
l’angiogenesi (Caplan, 2007). 
Due caratteristiche rilevanti delle MSC sono le loro proprietà immunosoppressive e la 
loro bassa immunogenicità. 
Queste proprietà hanno reso le MSC dei promettenti agenti terapeutici in patologie 
causate dal sistema immunitario, quali la “malattia del trapianto contro l’ospite” (graft-
versus-host disease, GvHD), il rigetto in seguito a trapianti e malattie autoimmuni, in 
quanto permettono il passaggio da un ambiente pro-infiammatorio ad uno anti-
infiammatorio. 
La bassa immunogenicità delle MSC, e quindi la loro protezione dai meccanismi di 
difesa immunologici, è dovuta al fatto che queste presentano bassi livelli del 
complesso maggiore di istocompatibilità di tipo I (MHC I) e non esprimono MHC II e 
molecole co-stimolatorie come CD40, CD80 e CD86, necessarie alla stimolazione dei 
linfociti T (Aggarwal & Pittenger, 2005; Le Blanc & Ringdén, 2007).  
Le MSC esercitano le loro proprietà immunosoppressive andando ad alterare la 
proliferazione e la produzione di citochine da parte delle cellule del sistema 
immunitario (Figura 3.2). Un effetto rilevante è quello esercitato sui linfociti T. Sono 
in grado infatti di inibire la proliferazione sia dei CD4
+
 che dei CD8
+
 in maniera dose-
dipendente (Di Nicola et al., 2002), senza indurre tolleranza, anergia o apoptosi (Le 
Blanc & Ringdén, 2007). Inibiscono la produzione di IFN-γ da parte dei linfociti Th1, 
stimolano la produzione di interleuchina-4 (IL-4) da parte dei Th2 e promuovono la 
formazione di linfociti T regolatori (Treg), che possiedono la capacità di sopprimere 
altre cellule del sistema immunitario, inclusi i linfociti T (Aggarwal & Pittenger, 
2005). La riduzione dell’attivazione dei linfociti T avviene anche in maniera indiretta, 
in quanto le MSC riducono la formazione a partire da monociti di cellule dendritiche 
(DC), cioè le cellule presentanti l’antigene, (Le Blanc & Ringdén, 2007). Modulano 
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inoltre la secrezione di citochine da parte delle DC, andando ad aumentare la 
produzione di IL-10 (Aggarwal & Pittenger, 2005) e riducendo la produzione citochine 
pro-infiammatorie, come IFN-γ, TNF-α e IL-12. Un altro target cellulare delle MSC 
sono le cellule natural killer (NK), di cui vanno a diminuire la produzione di IFN-γ. 
Nonostante le MSC diminuiscano la produzione di IFN-γ da parte delle varie cellule 
del sistema immunitario, questo sembra essere importante per permettere alle MSC di 
esercitare le loro funzioni immunoregolatorie contro i linfociti T, B e natural killer 
(Haddad & Saldanha-Araujo, 2014). Tuttavia, l’ IFN-γ induce l’espressione di MHC I 
e, anche se in misura minore, di MHC II, aumentando la capacità di presentazione di 
antigeni delle MSC e la loro immunogenicità (Hass et al., 2011). 
Le MSC agiscono anche sui linfociti B, ma vi sono dati contraddittori riguardo 
l’effetto su questo tipo cellulare. In alcuni lavori è stato visto che le MSC riescono ad 
inibire la proliferazione dei linfociti B e la produzione di IgM, IgG e IgA, mentre in 
altri è stato dimostrato che, in seguito a co-colture con MSC, i linfociti B incrementano 
la proliferazione e la produzione di IgG. Questa differenza sembra essere dovuta al 
rapporto tra numero di MSC e di linfociti B (Le Blanc & Ringdén, 2007). 
 
Figura 3.2: Azione delle MSC sulle cellule del sistema immunitario e molecole 
effettrici prodotte che inibiscono la proliferazione dei linfociti T. (Iyer & Rojas, 
2008. Modificata). 
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Di Nicola e collaboratori sono stati i primi a indicare che era necessario un contatto 
diretto tra linfociti T e MSC, affinché queste ultime esercitassero un effetto di 
soppressione maggiore. Le MSC presentano infatti sulla loro superficie una serie di 
molecole capaci di legarsi ai linfociti T con alta affinità. Tra di queste si trovano le 
molecole di adesione ICAM-1, ICAM-2 e VCAM-1, CD72, LFA-3 e integrine. Le 
MSC riescono ad attrarre i linfociti in seguito alla produzione di chemochine, come 
CXCL9, CXCL10 e CXCL11 (Haddad & Saldanha-Araujo, 2014). 
Le MSC esercitano il loro effetto immunomodulatorio anche tramite il rilascio di 
fattori solubili, quali il fattore di crescita epatico (HGF), il fattore di crescita 
trasformante beta (TGF-β) (Di Nicola et al., 2002), IL-6, IL-8, prostaglandine E2 
(PGE2), il fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF) (Aggarwal & Pittenger 
2005), indolammina-pirrolo-2,3-diossigenasi (IDO) (Meisel et al., 2004), il fattore di 
inibizione leucemico (LIF), fattori di cellule staminali (SCF), G -CSF (granulocyte 
colony-stimulating factor), e altre interleuchine, come IL-1, IL-7, IL-11, IL-12, IL-14, 
IL-15 (Hass et al., 2011). I fattori HGF e TGF-β sono coinvolti nella soppressione 
della proliferazione dei linfociti T (Di Nicola et al., 2002), così come PGE2 e IDO 
(Figura 3.2). L’IDO viene indotto da IFN-γ e catalizza la conversione del triptofano in 
chinureina. Questa deplezione porta alla soppressione della proliferazione dei linfociti 
(Meisel et al., 2004). Il PGE2 sembra agisca aumentando la produzione di IDO da 
parte delle MSC (Hass et al., 2011), oltre inibire la produzione di TNF-α e IFN-γ da 
parte, rispettivamente, delle DC e linfociti T (Di Nicola et al., 2002). 
Un’altra citochina molto importante secreta dalle MSC è la IL-10. 
  
3.3 IL-10 
L’interleuchina 10 (IL-10) è una citochina pleiotropica, con proprietà sia 
immunostimolatorie sia immunosoppressive (Ouyang et al., 2014). Originariamente fu 
descritta come un fattore d’inibizione della sintesi di citochine (cytokine synthesis 
inhibitory factor, CSFI), a causa della sua capacità, una volta secreta da cellule Th2, di 
inibire la sintesi di citochine da parte di cellule Th1 (Fiorentino et al., 1989). Ad oggi 
sappiamo che l’IL-10 è prodotta da diversi tipi cellulari, quali macrofagi, cellule 
dendritiche, linfociti B e da molti sottoinsiemi di cellule T CD4 e CD8 (Couper et 
al.,2008).  
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La caratteristica chiave di questa citochina riguarda la sua capacità di esercitare una 
potente funzione immunosoppressiva su diversi tipi di cellule del sistema immunitario. 
Molti degli effetti dell’IL-10 sulle funzioni delle cellule T e natural killer (NK) sono 
indiretti, essendo dovuti a un effetto diretto dell’IL-10 su monociti-macrofagi (Cooper 
et al., 2008). L’IL-10, infatti, limita il rilascio di mediatori pro-infiammatori (TNF-α, 
IL-1β, IL-6, IL-8) (de Waal Malefyt et al., 1991), e riduce/inibisce l’espressione di 
MHC di classe II e di molecole co-stimolatorie, come B7-1/B7-2 (de Waal Malefyt et 
al., 1991). È in grado di agire direttamente sui linfociti T CD4, inibendone la 
proliferazione e la produzione di IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-5, TNF-α (Cooper et al., 2008) 
e sulle cellule dendritiche, prevenendo il loro differenziamento dai monociti e la loro 
maturazione. 
In questo modo IL-10 gioca un ruolo chiave nell’inibire la risposta pro-infiammatoria, 
proteggendo i tessuti dalle lesioni che potrebbero risultare in seguito a 
un’infiammazione eccessiva (Ouyang et al., 2014). È stato visto infatti che l’ablazione 
di IL-10 porta all’insorgenza di immunopatologie severe, e spesso fatali, in una serie 
di infezioni, incluse Toxoplasma gondii, Plasmodium spp (malaria) e Trypanosoma 
cruzi. Al contrario una produzione eccessiva o non opportuna di IL-10 può inibire la 
riposta pro-infiammatoria verso Plasmodium spp, Leishmania spp, T. cruzi, 
Mycobacterium spp, fino a eludere il controllo immunogenico ai patogeni e portando a 
un’infezione fulminante e rapidamente fatale o cronica non curabile (Cooper et al., 
2008). 
In alcune circostanze l’IL-10 ha anche proprietà immunostimolatorie. Questa citochina 
è in grado infatti di promuovere la proliferazione e il differenziamento di linfociti B, T 
citotossici e cellule NK, di stimolare la proliferazione di timociti e mastociti, e di 
promuovere la sovra-regolazione/espressione di MHC di classe II sui linfociti B 
(Slobedman et al., 2009; Keravala et al., 2006). 
Le attività pleiotropiche dell’IL-10, un omodimero non covalente di 35 kDa (Keravala 
et al., 2006) (Figura 3.3, A), sono mediate da uno specifico complesso recettoriale 
composto da due differenti catene, IL-10R1 e IL-10R2. Il legame a questo complesso è 
caratterizzato da due passaggi. IL-10 prima si lega a IL-10R1. Questa interazione 
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modifica la conformazione della citochina permettendone l’associazione, insieme a 
R1, con IL-10R2, il quale da solo non è in grado di legare l’IL-10. 
IL-10R1 si trova principalmente sulle cellule del sistema immunitario, mentre IL-
10R2, che fa parte di altri complessi recettoriali in grado di legare altri ligandi, è 
fortemente espresso su molte cellule e tessuti. 
Il legame di IL-10 al recettore attiva così un pathway di trasduzione del segnale, che 
agisce mediante la via di Jak/STAT (Sabat et al., 2010). 
 
3.4 IL-10 virale 
Il virus di Epstein-Barr (EBV) è un γ-herpesvirus presente in gran parte della 
popolazione umana e causa della mononucleosi infettiva. Infetta i linfociti B e ne 
stimola la proliferazione e il differenziamento, portando allo stabilirsi di un’infezione 
latente nelle cellule B della memoria (Yoon et al., 2012). 
Questo è reso possibile poiché, come altri virus, ha sviluppato strategie per evadere la 
sorveglianza immunitaria dell'ospite e l’eliminazione (Ouyang et al., 2014). Una 
strategia impiegata è quella di produrre una variante dell'interleuchina 10, chiamata 
interleuchina 10 virale (vIL-10) (Figura 3.3, B), codificata dal gene BCRF1. vIL-10 è 
altamente conservata tra i ceppi di EBV, è espressa nella fase tardiva della replicazione 
virale e relativamente presto dopo l’infezione dei linfociti B; essa mostra l’84% di 
omologia con l’IL-10 umana (hIL-10) (Keravala et al., 2006).  
 
 
 
Figura 3.3: Struttura tridimensionale della hIL-10 (A) e vIL-10 (B).  Le due 
proteine condividono l’84% di identità amminoacidica; le differenze strutturali più 
grandi risiedono nella porzione N-terminale. (Yoon et al., 2006. Modificata). 
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VIL-10 è il risultato di un’acquisizione del gene di hIL-10 da parte del virus durante 
l’evoluzione; la sequenza si è poi evoluta attraverso una selezione positiva per 
trattenere le proprietà più benefiche per il virus (Ouyang et al., 2014). Possiede infatti 
principalmente, ma non esclusivamente, proprietà immunosoppressive. Oltre a 
stimolare la proliferazione e il differenziamento dei linfociti B, è in grado di inibire la 
produzione di citochine pro-infiammatorie, come l’IFN-γ, ridurre l’espressione di 
MHC di classe II e la proliferazione dei linfociti T (Ding et al., 2000). 
Dati cristallografici rivelano che le differenze più grandi tra hIL-10 e vIL-10 risiedono 
nella porzione N-terminale. Tuttavia, non sono queste differenze strutturali tra le due 
citochine a essere responsabili di quelle funzionali. È stato dimostrato come un singolo 
amminoacido, l’isoleucina (I) in posizione 87, sia critico per le funzioni 
immunostimolatorie. Nella vIL-10 l’isoleucina è sostituita da una alanina (A). Se 
l'alanina è sostituita da una isoleucina, si assiste a un incremento delle capacità della 
vIL-10 di stimolare la proliferazione di mastociti, sebbene non raggiunga i livelli di 
attivazione dell’hIL-10. 
Viceversa, la sostituzione dell’isoleucina con l’alanina nell’IL-10, abroga la sua 
attività immunostimolatoria, mantenendo quella immunosoppressiva. 
Questa sostituzione amminoacidica (I87A) contribuisce notevolmente a diminuire 
l’affinità dell’vIL-10 per il suo recettore (IL-10R1-IL-10R2) (Ding et al., 2000). vIL-
10 possiede infatti un'affinità 1000 volte inferiore rispetto alla hIL-10, prevenendo 
quindi l’attivazione della risposta da parte di cellule con bassi livelli di IL-10R1. 
Questa diminuzione dell’affinità è dovuta in parte al fatto che mentre l’isoleucina è in 
grado, contattando altri amminoacidi idrofobici, di stabilizzare un loop tra due α-eliche 
della hIL-10, l’alanina non può più fare queste interazioni. Questo porta quindi a una 
distorsione del loop e a una distruzione del contatto ottimale tra vIL-10 e il recettore 
(Yoon et al., 2012). 
Grazie alle sue proprietà immunosoppressive, vi è stato un grande interesse 
nell’investigare il potenziale terapeutico di vIL-10, soprattutto nelle patologie 
autoimmuni o nelle condizioni associate a infiammazione cronica (Slobedman et al., 
2009). 
20 
 
Yang e collaboratori hanno dimostrato come il trasferimento di vIL-10, mediante 
vettori virali adeno-associati, permetta di inibire o ritardare l’insorgenza del diabete 
autoimmune in topi diabetici non obesi (NOD) (Yang et al., 2002). 
È stato visto una efficacia terapeutica di vIL-10 anche nell’artrite reumatoide (AR). 
In un lavoro del 2006, è stato dimostrato infatti come il trasferimento genico di vIL-10 
mediato da vettori adenovirali, sia in grado di andarne a bloccare la progressione della 
malattia in conigli affetti da artrite indotta da antigene (Keravala et al., 2006). 
 
3.5 Vettori virali 
La terapia genica consiste nel trasferire all’interno di una cellula del materiale genetico 
esogeno per curare una determinata malattia. Questo trasferimento può essere fatto in 
due modi: tramite vettori virali e vettori non virali. Entrambi i metodi presentano dei 
vantaggi e dei punti deboli. Con i metodi non virali si ha la possibilità di trasferire geni 
di grandi dimensioni, sono relativamente sicuri e presentano una bassa tossicità, ma 
presentano delle limitazioni, quali una bassa efficienza di trasfezione e una modesta 
espressione del transgene (Wang et al., 2013a). I vettori virali sfruttano la naturale 
capacità dei virus di infettare le cellule, per questo motivo questi metodi offrono 
un'alta efficienza di trasduzione. I geni virali essenziali per la replicazione e la 
patogenicità vengono eliminati e sostituiti dal gene terapeutico. In questo modo, non 
avrà luogo un'infezione produttiva e il vettore virale potrà infettare la cellula senza 
replicarsi (Bouard et al., 2009). Presentano inoltre una espressione a lungo termine del 
gene, ma, oltre all’impossibilità di trasferire geni di grandi dimensioni, possono essere 
associati a reazioni immuni e fenomeni di mutagenesi (Wang et al., 2013a). Il 
trasferimento genico può avere diversi scopi, quali studi funzionali, la correzione di un 
difetto genetico, l’espressione di proteine terapeutiche e l’immunizzazione contro 
agenti infettanti (Rollier et al., 2011). Il primo successo della terapia genica risale al 
1990, quando una bambina affetta dalla deficienza di un enzima, la adenosina 
deaminasi (ADA), causa di una grave immunodeficienza (SCID), è stata curata tramite 
un vettore retrovirale. I linfociti T della paziente furono purificati e trasdotti con il 
vettore contenente una copia funzionale del gene che codifica per l’enzima ADA in 
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modo temporaneo, ma che ripristinò in modo efficiente il suo sistema immunitario 
(Blaese et al., 1995). 
 I principali vettori virali sono: 
 i vettori adenovirali 
 i vettori adeno-associati 
 i vettori derivati dall’herpesvirus 
 i vettori retrovirali 
 i vettori lentivirali 
 
3.5.1 I vettori adenovirali 
I vettori adenovirali derivano dagli adenovirus (AdV), virus a DNA a doppio filamento 
con un genoma di circa 36 kb, aventi capside icosaedrico e privi di envelope (Herzog 
& Zolotukhin, 2010), che rilasciano la progenie di virioni tramite lisi cellulare. Il DNA 
virale non si integra nel genoma ma rimane in forma episomale. 
Sono stati trovati in molte specie e negli uomini infettano per primo il tratto 
respiratorio e sono in grado di causare malattie respiratorie e gastrointestinali. 
Grazie alla loro bassa patogenicità, agli alti livelli di espressione dei transgeni e al 
fatto che trasportano naturalmente il loro genoma nel nucleo della cellula, questi tipi di 
vettori sono stati ampiamente utilizzati nella terapia genica. Uno dei loro limiti rimane 
però l’immunogenicità. Esistono 51 diversi sierotipi umani di AdV. Alcuni sierotipi 
sono molto diffusi nella popolazione tanto che si trovano anticorpi neutralizzanti 
contro i tipi 1, 2 e 5 nel 40-60% degli individui dall’età di 15 anni, e dall’età di 30 anni 
la percentuale aumenta fino al 70-85% (Herzog & Zolotukhin, 2010). Questo pone 
quindi un limite nel numero di somministrazioni del vettore nello stesso paziente 
(Robbins & Ghivizzani, 1998).  
I vettori adenovirali, in grado di trasportare fino a 8Kbp di DNA eterologo, sono in 
grado di infettare cellule associate ad un alto grado di differenziamento, come quelle 
dei muscoli scheletrici, polmoni, cervello e cuore (Howart et al., 2010). Possono 
trasdurre sia cellule quiescente che in divisione, incluse quelle tumorali. Date le loro 
caratteristiche, sono vettori particolarmente ideali per due applicazioni: l’oncolisi 
(infezione e uccisione di cellule tumorali) e la vaccinazione. 
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3.5.2 I vettori adeno-associati 
I virus adeno-associati (AAV) sono piccoli virus a DNA a singolo filamento lineare, 
con un capside icosaedrico e privo di envelope. Sono virus difettivi e per replicarsi 
necessitano di una co-infezione con un AdV o un Herpes virus. In loro assenza, il virus 
si integra in una precisa posizione del cromosoma 19 (Samulski et al., 1991). Ne 
esistono diversi sierotipi che posseggono un diverso tropismo tissutale, essendo in 
grado di infettare diversi tipi cellulari, sia quiescenti che in divisione, quali cellule 
muscolari, della retina e neuronali. I vettori virali adeno-associati, una volta infettata la 
cellula, rimangono per lo più in forma episomale, garantendo comunque una 
prolungata espressione del transgene (Adriaansen et al., 2006). Anche grazie alla loro 
moderata immunogenicità e assenza di patogenicità, sono dei candidati promettenti per 
la terapia genica (Hamilton et al., 2004). Un limite risiede nelle loro piccole 
dimensioni, che fa si che vi possano essere clonati solo fino a 5kb di DNA. 
 
3.5.3 I vettori derivati dall’herpes virus 
I vettori virali herpetici derivano principalmente dal virus dell’herpes simplex 1 
(HSV1), un virus a DNA lineare a singolo filamento, con capside icosaedrico e 
provvisto di envelope. È un virus neurotrofico, in grado cioè di infettare, dopo una 
attiva replicazione nell’epitelio cutaneo o della mucosa, cellule nervose, dove è in 
grado di entrare in una fase di latenza (Lentz et al., 2012). 
Grazie a queste caratteristiche, i vettori virali derivati dal virus costituiscono una 
grande attrattiva per la cura di malattie neurologiche, come il morbo di Parkinson. 
Inoltre, la loro abilità nell’infettare anche altri tipi cellulari, quali cellule muscolari e 
epatiche, li rendono applicabili anche alla cura di altre patologie (Robbins & 
Ghivizzani, 1998). 
Un ostacolo nell’uso di questi vettori consiste nella pre-esistente immunità presente in 
gran parte della popolazione, essendo HSV-1 molto diffuso, che inattiva le particelle 
virali ed elimina le cellule trasdotte (Vannucci et al., 2013). 
Inoltre il suo genoma, una volta trasportato nel nucleo della cellula dove circolarizza, è 
mantenuto in forma episomica, tuttavia l’espressione del transgene può persistere per 3 
settimane nelle culture cellulari e un mese in vivo (Lentz et al., 2012). 
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3.5.4 I vettori retrovirali 
I retrovirus comprendono una famiglia di virus a RNA provvisti di envelope. 
Quest’ultimo racchiude un capside al cui interno si trovano due copie di RNA a 
singolo filamento. Il genoma virale contiene tre open reading frame (ORF): gag, che 
codifica le proteine del capside; pol, che contiene le informazioni per la trascrittasi 
inversa e l’integrasi; env, che codifica per le glicoproteine dell’envelope e che 
mediano l’entrata del virus (Howart et al., 2010). 
Una volta all’interno della cellula, il genoma virale viene retrotrascritto in DNA a 
doppio filamento, portando alla formazione, alle due estremità, delle long terminal 
repeats (LTR), che permettono l’integrazione nel genoma. Ciascuna LTR può essere 
divisa in tre regioni: le regioni uniche U3 e U5 e la regione ripetuta R, posta nel 
mezzo. Nella regione U3 si trovano il promotore e la sequenza enhancer del genoma 
virale, la U5 contiene delle sequenze che facilitano l’inizio della retrotrascrizione, 
mentre la regione R risulta essenziale per la replicazione e la retrotrascrizione (Hu & 
Pathak, 2000). 
Sono proprio i vettori retrovirali ad essere stati impiegati nel primo trial di terapia 
genica del 1990, contribuendo ad accrescere la loro popolarità, dovuta alla loro relativa 
semplicità di utilizzo, la possibilità di veicolare fino a 8kb di materiale genetico, la 
capacità di stabilire una trasduzione stabile, e la bassa immunogenicità (Giacca & 
Zacchigna, 2012). Anche questi vettori presentano tuttavia delle limitazioni, sono in 
grado infatti di trasdurre solo cellule in attiva divisione, rendendoli quindi inadatti per 
la cura di patologie che interessano i tessuti non in divisione. Inoltre è stato visto che, 
integrandosi preferenzialmente in regioni trascrizionalmente attive (Mitchell et al., 
2004), spesso in prossimità di promotori, è presente il rischio di mutagenesi 
inserzionali. 
 
3.5.5 I vettori lentivirali  
I lentivirus costituiscono un genere della famiglia dei Retrovirus, e, come tali, si 
replicano tramite un intermedio a DNA. Nel loro genoma, costituito da due copie di 
RNA a singolo filamento, sono presenti, oltre ai tre geni gag, pol ed env, geni 
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codificanti proteine regolatorie (tat, rev) e geni codificanti proteine accessorie (nef, vif, 
vpr, vpu). 
I vettori lentivirali sono diventati tra i vettori più usati per la ricerca biologica di base, 
la genomica funzionale e la terapia genica, grazie anche alla loro capacità di superare 
le carenze dei vettori retrovirali.  
Essi possono trasportare infatti transgeni di più grandi dimensioni e sono in grado di 
trasdurre cellule non in divisione (Matrai et al., 2010). Anche questi vettori possono 
causare fenomeni di mutagenesi inserzionale, ma a livelli più bassi degli altri 
retrovirus, probabilmente a causa di un diverso pattern di integrazione (Escors & 
Breckpot, 2010). Infatti, pur integrandosi anche essi in regioni trascrizionalmente 
attive, si inseriscono lontano dai promotori cellulari (Pistello et al., 2007). 
Nel corso degli anni i vettori lentivirali hanno subito una serie di modificazioni che 
hanno avuto lo scopo di aumentarne la sicurezza, tramite la riduzione del rischio di 
ricombinazione e generazione di virus competenti per la replicazione e la riduzione 
delle conseguenze negative all’integrazione del provirus. Il primo problema è stato 
risolto utilizzando costrutti multipli codificanti le diverse componenti del vettore per la 
produzione del vettore stesso (Vannucci et al., 2013). I vettori lentivirali infatti sono 
ottenuti tramite co-trasfezione in cellule renali embrionali umane (HEK) 293T di tre 
plasmidi: un plasmide di packaging, un plasmide codificante l’envelope, ed un vettore 
di trasferimento, contenente il transgene (Escors & Breckpot, 2010) (Figura 3.4). Nei 
vettori lentivirali di prima generazione il plasmide di packaging esprimeva tutte le 
ORFs virali tranne env (nef, vif, vpr, vpu, tat, rev), espressa dall’apposito plasmide, 
sotto il controllo del promotore CMV. Il vettore di trasferimento era composto da una 
cassetta di espressione fiancheggiata da due LTR, e portava le sequenze psi (ψ), 
necessaria all’incapsidamento e la Rev-Responsive Element (RRE), necessaria per 
esportare l’mRNA del vettore dal nucleo al citoplasma. Nei vettori di seconda 
generazione i geni accessori (nef, vif, vpr, vpu) sono stati rimossi dal plasmide di 
packaging e sono stati mantenuti i geni tat e rev. In quelli di terza generazione anche 
tat è stato rimosso, mentre rev viene fornito tramite un quarto plasmide (Durand & 
Cimarelli, 2011; Escors & Breckpot, 2010). 
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Anche il vettore di trasferimento ha subito una serie di modifiche nel corso del tempo 
e le principali sono state tre. La prima è la sostituzione del promotore virale U3 al 
5’con uno eterologo per permettere una trascrizione tat-indipendente. La seconda è una 
delezione della sequenza enhancer/promotore U3 al 3’, delezione che, in seguito 
all’attività della trascrittasi inversa, viene copiata ad entrambe le terminazioni del 
DNA del provirus. Questa delezione, che è alla base dei vettori auto-inattivanti (self-
inactivating, SIN), ha aumentato la sicurezza dei vettori lentivirali, minimizzando 
l’attivazione dei geni in prossimità del sito di integrazione del provirus e 
minimizzando il rischio di produrre virus replicazione competenti. La terza è 
l’inclusione della sequenza cPPT-CTS, che influenza positivamente l’efficienza di 
trasduzione (Durand & Cimarelli, 2011).  
 
 
Figura 3.4: Produzione di particelle lentivirali. La produzione avviene tramite co-
trasfezione in cellule HEK 293T di un plasmide di packaging, uno codificante 
l’envelope, e un vettore di trasferimento.( http://tronolab.epfl.ch/lentivectors. 
Modificata). 
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Poiché sono le glicoproteine dell’envelope a determinare il tropismo del virus, questo 
costituiva una limitazione per l’impiego dei vettori lentivirali, dato che i lentivirus 
infettano solo le cellule provviste della proteina CD4 (Lever et al., 2004), non presente 
su molti tipi cellulari. Per questo motivo sono state impiegate glicoproteine eterologhe 
per la produzione di vettori lentivirali. Questo processo è stato effettuato 
principalmente con l’envelope del virus della stomatite vescicolare (VSV-G) che ha 
permesso non solo di aumentare il tropismo del vettore, ma anche di aumentarne la 
stabilità (Escors & Breckpot, 2010). 
Della famiglia dei lentivirus, molti membri sono stati ingegnerizzati per ottenere dei 
vettori. Il primo a essere stato sviluppato è quello basato su HIV-1, impiegato sia nella 
ricerca di base che applicata (Durand & Cimarelli, 2011). Sono stati fatti infatti degli 
studi per l’ uso di questi vettori sia nella terapia genica che nella vaccinazione (Di 
Nunzio et al., 2012). Tuttavia, il loro potenziale residuo di patogenicità ha limitato il 
loro utilizzo nell’uomo (Vannucci et al., 2013). Per questo motivo sono stati studiati 
altri lentivirus da poter ingegnerizzare ed uno di questi è il virus 
dell’immunodeficienza felina (FIV), che causa, nei gatti, una immunodeficienza simile 
a quella umana. Questo lentivirus costituisce una valida alternativa ad HIV, in quanto 
non causa infezioni nell’uomo e possiede un genoma simile ad HIV ma più semplice 
(Saenz & Poeschla, 2004).  
I vettori FIV si sono mostrati efficienti quanto i vettori HIV nel trasdurre diversi tipi 
cellulari umani e hanno il vantaggio di porre meno problemi di sicurezza (Pistello et 
al., 2007). Sono in grado di trasdurre cellule dell’occhio, delle vie aeree, del sistema 
ematopoietico, del pancreas, dei muscoli, del fegato e del sistema nervoso centrale e 
altri tipi cellulari (Saenz & Poeschla, 2004). Grazie alla loro capacità di trasdurre 
anche cellule dendritiche, trovano impiego nella vaccinazione terapeutica, inducendo 
le cellule dendritiche a presentare l’antigene trasdotto alle cellule del sistema 
immunitario (Lever et al., 2004). Tra i vari impieghi, FIV è stato utilizzato in modelli 
animali per la vaccinazione contro l’herpes simplex virus genitale (Chiuppesi et al., 
2012) e contro l’AIDS (Pistello et al., 2010). 
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3.6 La terapia immunosoppressiva farmacologica 
La terapia immunosoppressiva farmacologica prevede l’impiego di appositi farmaci, 
chiamati immunosoppressori, al fine di inibire una o più componenti del sistema 
immunitario. I farmaci immunosoppressori vengono utilizzati soprattutto nei trapianti 
d’organo, nei quali risultano fondamentali per prevenirne il rigetto, e nella cura di 
alcuni tumori, ma trovano largo impiego anche nella cura di patologie autoimmuni, 
quali l’AR, la psoriasi e il morbo di Crohn, e nelle allergie (e spesso costituiscono 
delle indispensabili terapie salvavita). 
Lo scopo di questi farmaci è quello di distruggere la risposta immunitaria diretta 
contro antigeni non-self, in caso di trapianti, e self nel caso di malattie autoimmuni. 
Spesso gli immunosoppressori vengono utilizzati in combinazione al fine di evitare 
eventi avversi e fenomeni di resistenza ed il medico che li prescrive, mediante l’analisi 
degli effetti del farmaco, del decorso della malattia e della risposta del paziente, deve 
essere in grado di modificare il trattamento.  
I linfociti T costituiscono il target primario di questi farmaci (Mahmud et al., 2010), i 
quali vanno principalmente a bloccarne la proliferazione, il differenziamento e la 
produzione di citochine (Figura 3.5.). Tuttavia, dato che i linfociti B possono svolgere 
un ruolo importante nella presentazione dell'antigene, nell'attivazione delle cellule T e 
nella produzione di allo-anticorpi, sono in fase di studio nuovi trattamenti al fine di 
ridurre la popolazione delle cellule B (Klipa et al., 2010). 
Tra i farmaci immunosoppressori si trovano corticosteroidi, piccole molecole e 
anticorpi (Halloran, 2004). 
I corticosteroidi, grazie alla loro azione anti-infiammatoria, hanno trovato largo 
impiego in passato soprattutto nelle prevenzione del rigetto, a seguito di trapianto. 
Tuttavia, a causa dei gravi effetti indesiderati tra cui l’intolleranza al glucosio, causati 
dalla esposizione prolungata, si è cercato di limitarne il loro impiego (Hartono et al., 
2013). 
Tra le piccole molecole, l’azatioprina è stata la prima ad essersi ampiamente diffusa 
nel trapianto di organi (Halloran, 2014). Viene impiegata anche nella cura dell’AR 
(Bosche et al., 2014) ed agisce andando ad interferire nella sintesi del DNA. 
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Queste due molecole sono state i principali farmaci immunosoppressori fino al 1980, 
passando poi in secondo piano con l’introduzione degli inibitori della calcinureina, che 
hanno permesso di migliorare l’esito delle terapie immunosoppressive (Hartono et al., 
2013) e che sono diventati tra i più importanti agenti immunosoppressori usati in 
clinica. In questo gruppo rientrano la ciclosporina a (CsA) e il tacrolimus (Tac). La 
CsA e il Tac inibiscono la calcinureina formando dei complessi rispettivamente, con la 
ciclofilina e la FKBP. Questi complessi si legano alla calcinureina andando ad inibirla 
e impedendo così che essa attivi il fattore di trascrizione NFAT, necessario alla 
trascrizione di citochine tra cui l’interleuchina 2, bloccando così la proliferazione e il 
differenziamento dei linfociti T (Hartono et al., 2013; Bosche et al., 2014). Questi 
farmaci presentano tuttavia degli effetti collaterali, quali ipertensione, diabete, 
problemi neurologici (Popoola et al., 2014). 
Altri immunosoppressori agiscono andando ad inibire la sintesi dei nucleotidi. Tra 
questi troviamo il mofetile micofenolato (MMF), che inibisce un enzima necessario 
alla sintesi de novo delle purine (Halloran, 2014) e il leflunomide, che blocca un 
enzima per le sintesi de novo delle pirimidine (Hartono et al., 2013).  
Anche questi farmaci presentano effetti collaterali quali disturbi gastrointestinali, più 
frequenti nei pazienti trattati con MMF (Halloran, 2014). 
Un’altra classe di immunosoppressori sono gli inibitori di una serina/treonina protein 
chinasi conosciuta come bersaglio della rapamicina nei mammiferi (mammalian target 
of rapamicyn, mTOR). La prima molecola scoperta in questa classe è il sirolimus, 
conosciuto anche come rapamicina in quanto scoperto sull’isola di Rapa Nui, che 
esercita la sua azione antiproliferativa sui linfociti T e B andando a legare un’altra 
molecola con la quale inibisce mTOR, che ha un ruolo importante nella crescita 
cellulare e nella proliferazione (Bosche et al., 2014). 
Anche gli anticorpi, mono- e policlonali, vengono impiegati nella terapia 
immunosoppressiva. Tra gli anticorpi policlonali troviamo la globulina antitimocita 
(ATG), ottenuta immunizzando cavalli con timociti umani. Questi anticorpi hanno un 
ampio spettro di attività rivolto contro i marker dei linfociti T responsabili della loro 
attivazione e proliferazione, ed hanno, come effetto finale, quello di ridurre il numero 
di queste cellule. 
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Tra gli anticorpi monoclonali, OKT3 è uno tra i primi ad essere stato impiegato. 
Agisce andando a legare la proteina CD3 e la conseguenza ultima è una riduzione del 
numero dei linfociti. Nonostante i successi associati all’impiego di questo anticorpo, la 
prima dose di OKT3 può causare febbre alta, ipotensione, nausea, vomito, diarrea, 
dispnea e edema polmonare. Tutto ciò ha portato alla sviluppo di metodi alternativi di 
immunosoppressione. Tra questi troviamo il basiliximab e il daclizumab, anticorpi 
diretti contro CD25, il recettore della IL-2, il maggiore fattore di crescita dei linfociti 
T. Questi due anticorpi sono in grado di prevenire quindi l’espansione dei linfociti, 
andando a competere con IL-2 per il legame a CD-25 (Mahmud et al., 2010). 
 
 
 
Figura 3.5: Sito di azione dei principali farmaci immunosoppressori sui linfociti 
T. (Siemionow & Klimczak, 2009. Modificata). 
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I farmaci immunosoppressori presentano degli svantaggi in quanto possono causare 
manifestazioni neurologiche quali convulsioni, disfunzioni neurocognitive, come 
carenze nell'apprendimento e nella memoria, depressione o disturbi psicotici (Bosche 
et al., 2014). Inoltre, una terapia immunosoppressiva prolungata, andando a modulare 
il sistema immunitario, causa un aumento della suscettibilità alle infezioni e ai tumori 
maligni nelle persone soggette a trattamento, in quanto le difese immunitarie risultano 
indebolite (Abbas et al., 2010). In condizioni di immunosoppressione infatti, ci può 
essere una riattivazione del virus dell’epatite B in pazienti che presentano gli antigeni 
di superficie del virus, e che quindi sono stati esposti (Manzano-Alonso & Castellano-
Tortajada, 2011; Morisco et al., 2014). Inoltre, nei pazienti immunosoppressi, è 
frequente la riattivazione dell’infezione da Cytomegalovirus latente, un herpes virus. 
Per questa ragione ai pazienti vengono somministrate terapie antivirali come profilassi 
(Abbas et al., 2010). Per prevenire e trattare infezioni batteriche, vengono 
somministrati antibiotici, che però possono interagire con gli immunosoppressori, e 
questo può portare a una modifica delle caratteristiche farmacocinetiche e 
farmacodinamiche di entrambi i gruppi di farmaci. Ad esempio gli aminoglicosidi 
possono potenziare la nefrotossicità della ciclosporina e del tacrolimus, alcuni beta 
lattamici solo quella causata dalla ciclosporina, mentre la Rifampicina, un farmaco 
antitubercolare, riduce i livelli di ciclosporina (Berdaguer et al., 2012). 
In pazienti sottoposti a una terapia immunosoppressiva possono infine svilupparsi 
tumori, causati da infezioni virali o dalla compromissione della sorveglianza 
immunitaria, che impedisce di solito la crescita e lo sviluppo di questi (Kasiske et al., 
2004). I due tumori riscontrati più di frequente in pazienti allotrapiantati sono i linfomi 
a cellule B, conseguenza di una infezione non controllata da virus di Epstein Barr, e il 
carcinoma squamocellulare della cute, associato al papilloma virus (Abbas et al., 
2010). Per quanto riguarda la correlazione tra immunosoppressori e tumori, è stato 
visto che l’amministrazione di ciclosporina a, azatioprina o steroidi per più di un anno 
dopo un trapianto di cuore è associata ad un maggiore sviluppo di neoplasia, mentre 
l’amministrazione di mofetile micofenolato o di inibitori di mTOR ad un rischio più 
basso di sviluppo (Rivinius et al., 2014). 
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Dati i problemi che i farmaci immunosoppressivi possono arrecare, una soluzione 
potrebbe consistere in una terapia farmacologica immunosoppressiva personalizzata 
sulla base di biomarcatori (Hartono et al., 2013), oppure si può ricorrere ad una terapia 
alternativa di tipo cellulare, quale l’uso di cellule staminali mesenchimali. 
 
3.7 Cellule staminali mesenchimali nella terapia immunosoppressiva 
Le cellule staminali mesenchimali, grazie alla capacità di differenziare in diversi tipi 
cellulari, alla loro bassa immunogenicità e alle loro proprietà immunosoppressive, 
sono considerate uno strumento promettente sia nella medicina rigenerativa che nella 
cura di patologie infiammatorie, quali GvHD, diverse malattie autoimmuni e il rigetto 
in seguito a trapianti. In queste patologie, infatti, vi è una eccessiva attivazione del 
sistema immunitario, che le MSC hanno la capacità di calmierare interagendo con i 
diversi componenti, quali linfociti T, B, NK e DC. 
Presentando una bassa immunogenicità, nella clinica vengono impiegate non solo 
MSC autologhe, ma anche MSC allogeniche. Questo presenta dei vantaggi in quanto 
non è chiaro se le MSC autologhe, espanse da pazienti con patologie infiammatorie o 
autoimmuni, siano completamente funzionanti (DelaRosa et al., 2012). Inoltre, un 
approccio allogenico consente alle MSC di essere isolate da qualsiasi donatore, 
espanse e crioconservate, e di essere pronte all’uso e utilizzabili per un gran numero di 
pazienti (Arien-Zakay et al., 2010; DelaRosa et al., 2012). 
Le MSC hanno suscitato grande interesse nel trattamento del GvHD resistenti agli 
steroidi. Il GvHD è una complicanza che si può sviluppare in seguito a trapianto 
allogenico di cellule staminali ematopoietiche o di midollo osseo, in cui si ha una 
complessa reazione immunologica delle cellule immunocompetenti del donatore nei 
confronti dei tessuti ed organi del ricevente. Il “gold standard” per il trattamento del 
GvHD sono i corticosteroidi, che risultano però effettivi solo per alcuni pazienti. Non 
esiste una terapia efficace per i pazienti con un GvHD refrattario agli steroidi, che è 
quindi associato ad un’alta morbilità e mortalità. Le Blanc e collaboratori sono stati i 
primi a trattare con successo un caso di GvHD acuto mediante l’uso di MSC (Le Blanc 
et al., 2004). A questo studio ne sono seguiti altri, con un numero di pazienti variabile 
e con diverso grado di severità del GvHD, che indicano che, dopo infusione di MSC, 
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nella maggior parte dei pazienti vengono raggiunte risposte complete (perdita di tutti i 
sintomi) o parziali (miglioramento delle condizioni) al trattamento e che le MSC 
possono rappresentare una potenziale nuova terapia per il GvHD (Wang et al., 2012). 
In uno studio di fase II sull’uso delle MSC per il trattamento di GVHD acuto in 
pazienti resistenti agli steroidi, infatti, è stato visto che, su 55 pazienti che avevano 
subìto trapianto di cellule staminali ematopoietiche e che erano stati trattati con MSC, 
30 rispondevano in modo completo al trattamento. In questo gruppo, dopo un anno dal 
trattamento, la mortalità correlata al trapianto era più bassa rispetto ai pazienti con una 
risposta parziale o assente al trattamento (37% contro 72%). A due anni dal trapianto 
inoltre, nel primo gruppo si assisteva ad una sopravvivenza complessiva più alta (53% 
contro 16%) (Le Blanc et al., 2008). 
Le MSC sono risultate uno strumento promettente anche nella cura di malattie 
autoimmuni come l’AR, il lupus eritematoso sistemico (LES) e il diabete mellito di 
tipo 1 (IDDM). 
L’AR è una malattia autoimmune, in cui è presente una infiammazione persistente che, 
se non trattata, si traduce in un danno alla cartilagine e alle ossa delle articolazioni. La 
terapia classica prevede l’impiego di farmaci immunosoppressori, ma alcune persone 
sono resistenti a queste terapie (Swart & Wulffraat, 2014). In uno studio del 2013 è 
stata testata l’efficacia delle UC-MSC nel trattamento della AR in 172 pazienti che 
non rispondevano alle classiche terapie. Di questi, 136 sono stati trattati con le UC-
MSC in aggiunta a dei farmaci (farmaci antireumatici modificanti la malattia), i 
restanti solo con i farmaci (gruppo di controllo). In seguito al trattamento con UC-
MSC, si assisteva al decremento dei livelli di TNF-α e IL-6 nel siero, ad un aumento di 
linfociti Treg, e, nel complesso, ad una remissione della malattia. Gli stessi effetti 
benefici non si osservavano nel gruppo di controllo. Inoltre nessun paziente mostrava 
gravi effetti collaterali durante o dopo il trattamento con UC-MSC. Solo il 4% 
mostrava dei lievi effetti durante il trattamento, quali febbre, che però spariva entro 
due ore (Wang et al., 2013b). 
L’effetto benefico delle MSC è stato valutato anche per il trattamento del LES, una 
malattia infiammatoria cronica caratterizzata da manifestazioni cliniche molto 
diversificate e che può coinvolgere qualsiasi organo (Wang et al., 2013c). È 
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caratterizzato dalla presenza di linfociti T e B autoreattivi e dalla produzioni di 
autoanticorpi (Sun et al., 2009). Il trattamento convenzionale consiste in farmaci 
immunosoppressori, ma alcuni pazienti, anche in questo caso, sono refrattari alla 
terapia. Tra il 2007 e il 2010 è stato condotto un trial sull’uso delle MSC nel 
trattamento del LES in persone affette e refrattarie alle normali terapie, che ha 
mostrato la sicurezza del trattamento con MSC e la loro efficacia clinica. Questo trial 
ha coinvolto 87 pazienti e sono state impiegate MSC allogeniche isolate da midollo 
osseo o da cordone ombelicale. A quattro anni dal trattamento, il tasso di 
sopravvivenza è risultato essere del 94% (82/87), e quello di remissione clinica 
completa pari al 50%. Cinque pazienti sono deceduti a causa di LES refrattario alle 
terapie convenzionali e alle MSC. Nonostante qualche effetto avverso, non è stato 
osservato nessun effetto tossico importante relativo al trattamento con MSC (Wang et 
al., 2013c). 
Le MSC si sono dimostrate uno strumento promettente anche nella cura del IDDM. L' 
IDDM è un disordine autoimmune caratterizzato dalla distruzione delle cellule β del 
pancreas, secernenti insulina, da parte dei linfociti T. Il trattamento principale consiste 
nelle iniezioni di insulina, non in grado però di prevenire completamente lo sviluppo di 
complicazioni associate al diabete. Un altro trattamento consiste nel trapianto di isole 
pancreatiche, che però presenta dei limiti, quali la carenza di donatori e la necessità di 
assumere immunosoppressori per tutta la vita. Le MSC costituiscono una potenziale 
alternativa in quanto da una parte possono essere indotte a differenziare in cellule 
secernenti insulina (Karnieli et al., 2007), e dall’altra, possono modulare la risposta 
infiammatoria diretta contro le cellule β. 
Vari studi hanno dimostrato la potenzialità delle MSC in questa patologia. 
L’iniezione di UC-MSC in topi nei quali era stato indotto chimicamente il diabete, ha 
portato ad un miglioramento della glicemia, con un significativo decremento dei livelli 
di glucosio, rispetto a topi non trattati. Inoltre la distruzione delle cellule pancreatiche 
è stata in parte riparata (Wang et al., 2014). 
Un trial condotto per valutare gli effetti a lungo termine del trattamento di pazienti 
affetti da IDDM di recente insorgenza con WJ-hMSC, ha mostrato risultati 
incoraggianti. Le persone trattate non mostravano reazioni avverse ed inoltre 7 delle 
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15 persone sottoposti al trattamento richiedevano un riduzione, rispetto all’inizio del 
trattamento, della quantità di insulina somministrata giornalmente pari al 50% (Hu et 
al., 2013). 
Il trapianto d’organo viene eseguito per sopperire ad un deficit funzionale di un organo 
vitale. Tuttavia l’introduzione nell’organismo di un tessuto e/o organo porta allo 
sviluppo di una reazione di rigetto, in quanto il sistema immunitario del ricevente 
riconosce come estranee le cellule del tessuto trapiantato. L’induzione della tolleranza 
all’organo trapiantato risulta quindi essere essenziale per la sopravvivenza di 
quest’ultimo. 
Le MSC grazie alle loro proprietà, tra le quali la capacità di stimolare la proliferazione 
di linfociti Treg e di inibire la proliferazione di linfociti T, hanno dimostrato di indurre 
tolleranza nel trapianto d’organo, sia in animali che in studi clinici (Guo et al., 2014). 
Nei topi le MSC si sono rilevate efficaci nel prolungare la sopravvivenza di un 
trapianto di cuore (Casiraghi et al., 2008) e nel diminuire la risposta immune e 
prolungare la sopravvivenza di un trapianto di cornea (Oh et al., 2012). 
In uno studio pilota del 2011, è stata dimostrata per la prima volta la sicurezza e la 
possibilità di usare una terapia basata sulle MSC in seguito a trapianto di rene. Due 
persone che avevano subìto il trapianto, hanno presentato un miglioramento delle 
funzionalità renali dopo il trattamento, mantenute stabili ad un anno dal trapianto 
(Perico et al., 2011).  
Le MSC hanno quindi tutte le potenzialità per costituire un nuovo approccio di terapia 
immunosoppressiva, sostituendo, o affiancando, quella farmacologica. 
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4. Scopo della tesi 
 
Le MSC, grazie alle loro bassa immunogenicità e alle loro proprietà 
immunomodulatorie, costituiscono uno strumento promettente per la terapia cellulare 
nella cura di patologie causate dal sistema immunitario, con la possibilità così di 
sostituire la terapia immunosoppressiva farmacologica, che è associata a numerosi 
effetti collaterali.  
Sono stati effettuati diversi studi, condotti per valutare la potenzialità delle MSC nella 
cura di queste patologie, che hanno mostrato risultati incoraggianti. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di ingegnerizzare cellule staminali mesenchimali 
umane prelevate dalla gelatina di Wharton (WJ-hMSC), in modo da aumentarne il 
potere immunosoppressivo mediante l'espressione di IL-10 derivante dal virus di 
Epstein-Barr (vIL-10). A questo scopo, le cellule sono state trasdotte con un vettore 
lentivirale derivante da FIV (LAW34), in modo da ottenere una espressione stabile di 
vIL-10. 
L’ingegnerizzazione, e l’espressione costitutiva di vIL-10, dovrà avvenire in assenza 
di alterazioni del fenotipo e delle proprietà biologiche delle cellule stesse. 
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5. Materiali e metodi 
 
5.1 Linee cellulari 
 
5.1.1 HEK 293T 
In questo lavoro sono state utilizzate cellule HEK 293T (embrionali renali umane) per 
la produzione di particelle virali, ottenute tramite trasfezione, e per la titolazione del 
vettore. 
Questa linea cellulare è trasformata con l’adenovirus umano 5 e con l’antigene T del 
Simian virus 40 (SV40) per permettere un'efficiente replicazione dei vettori plasmidici 
recanti l’origine di replicazione di SV40. 
Le cellule sono state propagate in fiasche T 75 in terreno di coltura DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma-Aldrich, Milano) addizionato con il 
10% di siero fetale bovino (FBS), 1% di glutammina, 1% di penicillina/streptomicina. 
Le colture sono state mantenute in incubatore alla temperatura di 37°C in ambiente 
umidificato e in presenza di CO2 al 5%. 
Al raggiungimento della confluenza il terreno di coltura è stato rimosso, le cellule sono 
state lavate con PBS 1X e staccate dalla fiasca tramite aggiunta di tripsina, un enzima 
proteolitico. Le cellule sono state tenute in incubazione a 37°C per circa 5 minuti, 
successivamente la tripsina è stata disattivata tramite l’aggiunta di un volume circa 5 
volte superiore di DMEM completo. L'azione della tripsina viene bloccata dal siero 
presente nel terreno. Le cellule sono state raccolte, centrifugate a 310g per 5 minuti, e 
risospese in un opportuno volume di terreno. A questo punto sono state contate in 
camera di Burker e nuovamente piastrate. Nella camera di Burker, sulla superficie del 
vetrino, è presente un reticolo strutturato in nove quadrati delimitati da tre righe 
parallele. Ciascun quadrato è a sua volta diviso in sedici quadrati delimitati da due 
righe parallele. È stato posizionato il vetrino coprioggetto sulla camera e vi sono stati 
caricati 10 μl di soluzione cellulare. Una volta contate al microscopio le cellule 
presenti in tre dei nove quadrati, è stata calcolata la media, che è stata moltiplicata per 
il fattore di conversione della camera di Burker (10
4
). In questo modo è stato ottenuto 
il numero di cellule per ml di sospensione cellulare. 
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5.1.2 WJ-hMSC 
Le cellule staminali mesenchimali umane, isolate dalla gelatina di Wharton presente 
nel cordone ombelicale (WJ-hMSC), ci sono state fornite dalla Banca di cellule 
dell'Unità di Immunoematologia dell'Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana . Esse 
sono state mantenute in coltura all'interno di fiasche T75 con terreno di crescita 
D, addizionato con 20% FBS, 1% di glutammina, 1% di 
penicillina/streptomicina. 
Una volta raggiunta la confluenza le cellule sono state staccate tramite incubazione 
con tripsina per circa 10 minuti. 
 
5.1.2.1 Immunofenotipo di WJ-hMSC 
La caratterizzazione fenotipica delle cellule, ovvero l’espressione di determinati 
marker di superficie (CD) è stata effettuata al citofluorimetro a flusso (FACS) 
mediante il kit Human MSC Phenotyping (Miltenyi Biotec).  
Per prima cosa le cellule sono state lavate con PBS, staccate con la tripsina, raccolte e 
contate nella camera di Burker, sono state prelevate due aliquote, ciascuna di 1 x 10
6
 
cellule. La sospensione cellulare è stata centrifugata a 310g per 10 minuti, dopo di che 
il surnatante è stato eliminato e le cellule risospese in 100 µl di buffer (PBS, 0,5% 
albumina di siero bovino, 2 mM EDTA). A questo punto, in una aliquota del campione 
sono stati aggiunti 10 µl di MSC Phenotyping Cocktail, mentre nell’altra 10 µl di 
Isotype Control Cocktail. 
Il Phenotyping Cocktail contiene una mix di anticorpi monoclonali coniugati a 
fluorofori diretti contro CD14, CD20, CD34, CD45, CD73, CD90 e CD105. I primi 
quattro, i cui anticorpi sono caratterizzati dallo stesso fluoroforo, sono marcatori di 
cellule ematopoietiche, mentre i restanti tre sono caratteristici delle WJ-hMSC. Le 
cellule dovranno risultare negative per i primi 4 CD, e positive per i restanti 3. 
L’Isotype Control Cocktail contiene anch’esso una mix di anticorpi monoclonali 
coniugati a fluorofori, costituiti però da Immunoglobuline di topo (IgG). Questo 
costituisce un controllo, permettendo di eliminare la fluorescenza di fondo. 
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Dopo l’aggiunta di questi due cocktail, le cellule sono state incubate per 10 minuti al 
buio a 4°C. Successivamente, dopo un lavaggio con 2 ml di buffer seguito da 
centrifuga a 310 g per 10 minuti ed eliminazione del surnatante, sono state risospese in 
circa 0,4 ml di buffer per poi essere analizzate tramite FACS Canto I (BD 
Biosciences).  
 
5.2 Trasfezione cellule HEK 293T  
La trasfezione è un processo attraverso il quale il DNA viene introdotto all’interno di 
una cellula. A questo scopo è stato impiegato la polietilenimmina (PEI), un polimero 
cationico. Grazie alla sua carica positiva, esso è in grado di complessarsi con il DNA, 
e il complesso viene quindi internalizzato nelle cellule mediante endocitosi. Una volta 
nell’endosoma, si lega ai protoni portando all’aumento dell’ingresso di questi ultimi e 
di ioni Cl
-
 con conseguente rigonfiamento e lisi endosomale, provocando infine il 
rilascio dell’acido nucleico. 
La trasfezione è stata impiegata sia per la produzione di particelle virali necessarie alla 
trasduzione delle WJ-hMSC, sia per l’analisi della funzionalità dei costrutti.  
Sono state prodotte 3 tipi di particelle virali, ognuna contenente un diverso costrutto 
del vettore virale LAW34: LAW34-vIL10/TK, che esprime contemporaneamente vIL-
10 e la timidina chinasi dell’herpes simplex (HSV-TK), per il futuro monitoraggio in 
vivo; LAW34-vIL10, esprimente solo vIL-10; LAW34-GFP, esprimente la proteina 
fluorescente verde (green fluorescent protein, GFP), un altro costrutto di controllo, che 
ha permesso l’analisi dell’efficienza di trasfezione e trasduzione tramite il FACS. 
Le particelle virali sono state ottenute trasfettando le HEK 293T coi rispettivi 
plasmidi, un costrutto di packaging (pAenv), che forniva i geni gag e pol, e un 
costrutto codificante le glicoproteine G dell’envelope del virus della stomatite 
vescicolare (VSV-G). 
Il giorno precedente la trasfezione sono state preparate 4 piastre da 10 cm
2
 ciascuna, su 
ciascuna delle quali sono state piastrate 3 x 10
6 
cellule. Tre piastre sono servite per 
ottenere ciascuna delle tre diverse particelle virali, mentre la quarta fungeva da 
controllo negativo. 
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Il giorno successivo è stato eliminato il terreno di coltura delle 4 piastre ed è stato 
sostituito con 4 ml di terreno DMEM privo di siero e antibiotici, poiché questi 
componenti avrebbero potuto interferire con il processo di trasfezione. 
A questo punto, per ciascuna delle 3 piastre, è stata preparata una mix costituita da: 
600 μl di DMEM provvisto solo di glutammina, 11 μg di DNA totale, comprendenti il 
vettore (virale), pAenv e VSV-G (presenti in un rapporto di 4:2:1) e 68 μl di PEI 
(Sigma-Aldrich). La mix, una volta vortexata, è stata lasciata a incubare per 15 minuti. 
Terminato il periodo di incubazione sono stati aggiunti 3,4 ml di terreno DMEM 
provvisto solo di glutammina e le mix sono state distribuite goccia a goccia sulle 
piastre. 
Dopo 6 ore il terreno è stato sostituito con 10 ml di terreno DMEM completo.  
A 48 ore dalla trasfezione è stata calcolata l’efficienza di trasfezione tramite FACS, 
mentre il surnatante è stato raccolto e chiarificato a 600g per 8 minuti per eliminare i 
residui cellulari, aliquotato e congelato a -80°C. 
Il FACS è uno strumento che permette di rilevare la fluorescenza emessa da una 
singola cellula che transita in una sospensione fluida. L’analisi dell’efficienza di 
trasfezione è stata effettuata grazie al vettore LAW34-GFP, esprimente la GFP. Le 
cellule che hanno internalizzato il costrutto del vettore, in forma di plasmide, 
esprimeranno infatti questa proteina e saranno riconosciute grazie alla fluorescenza 
emessa. Sarà quindi possibile calcolare la percentuale di cellule positive alla 
fluorescenza. Le cellule, HEK 293T, sono state lavate con PBS, staccate tramite 
tripsina e centrifugate con terreno di coltura completo a 300g per 5 minuti. Il pellet è 
stato risospeso in un volume finale di 0,4 ml di FACS buffer (PBS, 1% BSA, 0,1% 
NaN3). È stato valutato l’aumento di fluorescenza emessa dalle cellule contenenti il 
costrutto rispetto al controllo negativo (cellule non trasfettate). 
Per l’analisi della funzionalità dei costrutti LAW-vIL10 e LAW34-vIL10/TK, il giorno 
precedente la trasfezione le cellule sono state piastrate in due 6-well (2 x 10
5
 
cellule/well) con 2 ml di terreno. Le cellule saranno trasfettate in triplicato 
rispettivamente con LAW34-vIL10, LAW34-vIL10/TK e con LAW34-GFP. 
I restanti pozzetti costituivano un controllo negativo. 
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Il giorno successivo il terreno è stato sostituito con 1,3 ml di terreno privo di siero e 
antibiotici. 
Per ciascun costrutto sono state preparate le seguenti mix: 100 μl di terreno privo di 
siero e antibiotici, 700 ng di DNA e 12 μl di PEI (quantità per singolo pozzetto). La 
mix, una volta vortexata, è stata lasciata a incubare per 15 minuti. Terminato il periodo 
di incubazione sono stati aggiunti 600 μl di terreno DMEM provvisto solo di 
glutammina e le mix sono state distribuite goccia a goccia sui pozzetti. 
Dopo 6 ore il terreno è stato sostituito con 2 ml di terreno completo. 
Dopo 24 ore è stato verificato, tramite lettura al FACS, l’avvenuta trasfezione, grazie 
alle cellule trasfettate con LAW34-GFP. 
 
5.3 Analisi funzionalità dei costrutti LAW34-vIL10 e LAW34-vIL10/TK  
La funzionalità dei costrutti LAW34-vIL10 e LAW34-vIL10/TK è stata valutata 
mediante trasfezione di HEK 293T, in particolare è stata valutata la quantità di 
proteina prodotta tramite Western Blot.  
 
5.3.1 Preparazione delle cellule 
Prima di procedere con il Western Blot le cellule trasfettate sono state trattate con 
Brefeldina A (BFA) (10 μg/ml), un metabolita fungino che inibisce la secrezione delle 
proteine impedendone il trasporto dal reticolo endoplasmatico all’apparato di Golgi. 
Questo trattamento è servito per trattenere vIL-10, proteina secretoria, all’interno delle 
cellule, permettendo di avere così una buona rilevazione della stessa. 
Brevemente, 2 x 10
5
 cellule/well sono state seminate in due piastre 6-well e trasfettate 
(come descritto nel paragrafo 5.2) in triplicato rispettivamente con LAW34-vIL10, con 
LAW34-vIL10/TK e con LAW34-GFP. Il giorno seguente, le cellule trattate con 
LAW34-GFP sono state staccate con tripsina per valutare al FACS il livello di 
trasfezione, mentre due pozzetti su tre di cellule trasfettate con LAW34-vIL10 e con 
LAW34-vIL10/TK sono stati trattati con BFA per 3 e 6 ore. Il terzo è stato lasciato 
come controllo non trattato.  
Terminate le 6 ore le cellule sono state lavate delicatamente con 1 ml di PBS/well, 
staccate con PBS freddo, centrifugate a 310g per 5 minuti e congelate a secco. 
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5.3.2 Western Blot 
Il Western Blot è una tecnica che permette di separare e identificare le proteine 
presenti in una miscela. Le proteine sono separate in base al loro peso molecolare 
tramite elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenza di sodio dodecil solfato, 
SDS-PAGE. Dal gel, sono trasferite su di un supporto solido, costituito da una 
membrana di nitrocellulosa che è poi incubata con un anticorpo primario diretto contro 
la proteina di interesse. La presenza della proteina è rilevata tramite l’aggiunta di un 
anticorpo secondario, diretto contro il primario e coniugato con un enzima, quale la 
perossidasi o la fosfatasi alcalina, o con un fluorocromo. La rivelazione sarà resa 
possibile grazie all’aggiunta di un apposito substrato cromogeno metabolizzato 
dall’enzima, nel primo caso, o tramite sviluppo su lastra, nel secondo. 
Nel Western Blot si utilizzano due tipi di gel, lo Stacking e il Separating, che 
differiscono per il pH e la percentuale di acrilammide.  
Il primo ha una percentuale più bassa, intorno al 4%, ed ha pH 6,8. In questo si 
formano i pozzetti in cui saranno caricati i campioni. La sua funzione è di concentrare 
i campioni proteici, caricato nei pozzetti, in modo che tutti entrino 
contemporaneamente nel gel di separazione. 
Il Separating ha una percentuale di acrilammide più alta (6-15%) ed un pH di 8,8. 
Attraverso questo gel le proteine vengono separate sulla base del loro peso molecolare. 
Per prima cosa è stato preparato il Separating gel, costituito da acrilammide 12%, Tris 
HCl 0,37 M, pH 8,8, SDS 0,1%, ammonio persolfato (APS) 0,1%, TEMED 0,04%. 
L’APS e il TEMED permettono la polimeralizzazione dell’acrilammide. Il TEMED 
infatti catalizza la decomposizione dello ione persolfato con la produzione di un 
radicale libero, specie molto reattiva a causa del suo elettrone spaiato. Questo si 
legherà a un monomero di acrilammide formando un altro radicale altrettanto reattivo. 
In questo modo si formano lunghe catene di poliacrilammide, tenute insieme da legami 
crociati a seguito dell’introduzione di occasionali molecole di bis-acrilammide nella 
catena in crescita. 
 Il gel è stato posto a solidificare tra due vetrini separati da due spaziatori e bloccati su 
un apposito sostegno. Una volta polimerizzato il Separating gel, è stato preparato lo 
Stacking gel, costituito da acrilammide 4%, Tris HCl 1 M, pH 6,8, SDS 0,1%, APS 
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0,1%, TEMED 0,1%. Questo è stato colato sopra il Separating gel. Prima che 
avvenisse la solidificazione dello Stacking gel, è stato inserito un pettinino per la 
formazione dei pozzetti.  
Avvenuta la polimerizzazione, il gel è stato inserito nella cella per la corsa 
elettroforetica, precedentemente riempita con il tampone di corsa: il Running Buffer 
(Tris 25 mM pH 8,3, glicina 250 mM, SDS 0,1%). 
I campioni cellulari sono stati lisati tramite aggiunta di 60 μl di Sample buffer, una 
soluzione contenente glicerolo (53.3%), SDS 6%, Tris-HCl 150 mM pH 6,8, β-
mercaptoetanolo (2,7%) e bromofenolo quanto basta.  
Il β-mercaptoetanolo e l’SDS servono a denaturare le proteine. Inoltre l’SDS, 
legandosi alle proteine, conferisce loro una carica negativa proporzionale alla loro 
massa, in tal modo le proteine vengono separate esclusivamente sulla base delle loro 
dimensioni. Il glicerolo serve a rendere il campione più denso in modo da poterlo 
caricare nel pozzetto. Il blu di bromofenolo è un colorante di piccole dimensioni carico 
negativamente che migra più velocemente delle proteine e permette di individuare il 
fronte della corsa elettroforetica. 
Una volta caricati i vari campioni (30 μl per pozzetto), il gel è stato fatto correre con 
un potenziale pari a 120 V fino a che il fronte del colorante non ha raggiunto il fondo 
del gel, circa 1h e 30 min. Terminata la corsa, è stato effettuato il trasferimento delle 
proteine su una membrana di nitrocellulosa. L’apparato di trasferimento è costituito da 
un “sandwich” in cui sono stati inseriti nell’ordine: una spugna, un foglio di carta da 
filtro, il gel, la membrana di nitrocellulosa, un altro foglio di carta da filtro e una 
seconda spugna, il tutto bagnato abbondantemente con il Transfer buffer (Tris 25 mM, 
glicina 0,7 M, etanolo 20%). L’apparato così costituito è stato inserito nella vasca di 
trasferimento riempita con il Transfer buffer e, per circa un’ora, è stato applicato un 
voltaggio pari a 100 V. Sotto l’azione del campo elettrico le bande delle proteine si 
sono così trasferite alla membrana. Terminato il trasferimento, per verificare che fosse 
avvenuto in maniera corretta, la membrana è stata immersa nella soluzione Ponceau 
(Sigma-Aldrich), in grado di colorare le proteine. Una volta verificata la presenza delle 
proteine, la membrana è stata lavata con acqua deionizzata per eliminare il colorante. 
A questo punto è stata immersa overnight in una soluzione di bloccaggio costituita da 
43 
 
1 ml di buffer stock 10X (HIV BLOT 2.2, MP Diagnostics), 9 ml di acqua deionizzata 
e 1 g di latte scremato disidratato (skim milk) (HIV BLOT 2.2, MP Diagnostics). Le 
proteine del latte si legano alla superficie libera della membrana, in maniera da 
bloccare eventuali siti di legame aspecifico per l’anticorpo primario. 
Il giorno seguente, dopo aver effettuato 4 lavaggi con il Wash buffer (HIV BLOT 2.2, 
MP Diagnostics), la membrana è stata incubata 2 ore con l’anticorpo primario, diluito 
in acqua con 1% di skim milk. Dopo altri 4 lavaggi, la membrana è stata incubata per 1 
ora con l’anticorpo secondario, diluito anch'esso in acqua con 1% di skim milk, e 
coniugato con l’enzima perossidasi. 
La membrana è stata nuovamente lavata e immersa in una soluzione di sviluppo 
costituita da Tris 100 mM pH 7.5, H2O2 0,05%, diaminobenzidina (DAB) 1,6 mM. La 
DAB reagisce con la perossidasi in presenza del perossido d'idrogeno per produrre un 
prodotto di colore marrone insolubile in corrispondenza dei siti di legame degli 
anticorpi secondari. 
 
5.4 Titolazione 
Per valutare il titolo delle particelle virali ottenute dalla trasfezione delle HEK 293T 2 
x 10
4
 cellule HEK 293T sono state seminate in ciascun pozzetto di in una piastra da 
24-well con 500 μl di terreno di coltura completo. Il giorno seguente le cellule sono 
state trasdotte sostituendo il terreno di coltura con diluizioni diverse del surnatante 
contenente le particelle virali di LAW34-GFP addizionato con una soluzione di 
polibrene (PB, 8 μg/ml). Il PB è un composto policationico in grado di aumentare 
l’efficienza di trasduzione andando a ridurre la repulsione elettrostatica tra la carica 
negativa delle particelle virali e le membrane cellulari. Le diluizioni sono state testate 
in triplicato. Dopo 6 ore il terreno è stato sostituito con terreno fresco e a 48 ore dalla 
trasduzione le cellule sono state staccate per essere analizzate al FACS, per 
determinarne il titolo espresso come unità trasducenti (TU) per ml. Dalla percentuale 
di cellule GFP
+
 è stato ottenuto il numero di cellule trasdotte che sono state riportate in 
un grafico in funzione dei μl di sospensione virale usati per la trasduzione. Dalla 
pendenza della retta che meglio approssimava i diversi punti, si è così risaliti al 
numero di cellule GFP
+
 in 1 ml e quindi alle TU/ml. 
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5.5 Trasduzione delle WJ-hMSC 
Le WJ-hMSC sono state trasdotte sostituendo il terreno di coltura con il surnatante 
contenente le particelle virali di LAW34-GFP, LAW 34-vIL10, e LAW 34-vIL10/TK 
addizionato con una soluzione di protamina solfato (PS, 5 mg/ml), un composto 
policationico simile al PB. 
Valutazione della concentrazione di PS da utilizzare 
Per determinare la dose di PS che permettesse di ottenere la più alta percentuale di 
trasduzione, le WJ-hMSC sono state seminate in una piastra 24-well (2 x 10
4 
cellule/well) e trasdotte 24 ore dopo con LAW34-GFP ad una molteplicità di infezione 
(numero delle particelle virali per cellula, MOI) pari a 0,1, con quantità crescenti di 
PS, da 10 μl a 50 μl. L'efficienza di trasduzione è stata valutata a 48 ore tramite FACS. 
Nei successivi esperimenti le WJ-hMSC sono state trasdotte utilizzando una 
concentrazione finale di PS pari a 100 μg/ml. 
Trasduzione a differenti MOI 
Al fine di determinare il valore di MOI che permettesse di ottenere la più alta 
percentuale di trasduzione, le WJ-hMSC sono state seminate in una piastra 6-well (2 x 
10
5 
cellule/well) e, 24 ore dopo, sono state trasdotte con LAW34-GFP con un MOI che 
andava da 0,1 fino a 35. Ciascun MOI è stato testato in triplicate in presenza di PS 
(100 μg/ml). L'efficienza di trasduzione è stata valutata a 48 ore tramite FACS. 
Trasduzione delle WJ-hMSC 
Le cellule sono state seminate su piastre 6-well (2 x 10
5
 cellule/well) con 2 ml di 
terreno di coltura. 
Il giorno seguente, le cellule sono state trasdotte con LAW34-GFP, LAW34-vIL10, e 
LAW34-vIL10/TK, sostituendo il terreno di coltura con 3 ml/well di surnatante, 
opportunamente diluito, contente le particelle virali (MOI=10), con aggiunta di 60 μl 
di PS (concentrazione finale pari a 100 μg/ml ). La trasduzione è stata effettuata in 
triplicato. Come controllo negativo sono state utilizzate WJ-hMSC non trasdotte (wild 
type, wt). 
Dopo 6 ore di incubazione il surnatante è stato rimosso e sostituito con 2 ml di terreno 
fresco. A due giorni dalla trasduzione è stata effettuata una lettura al FACS, per 
valutarne l’efficienza. 
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5.6 Analisi della produzione di vIL-10 
L'analisi della quantità di vIL-10 rilasciata nel surnatante dalle WJ-hMSC 
ingegnerizzate con i costrutti esprimenti vIL-10 è stata valutata tramite saggio 
immunoenzimatico (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA). A tale scopo i 
surnatanti, raccolti 48 ore dopo la trasduzione, sono stati centrifugati a 600g per 8 
minuti per eliminare i detriti cellulari, quindi sono stati analizzati dal Laboratorio di 
Analisi della clinica Universitaria dell'Ospedale Santa Chiara di Pisa, mediante il kit 
IL-10 Instant ELISA (eBioscience, Hatfield, UK). Come controllo negativo, sono stati 
impiegati i surnatanti delle cellule non trattate e di quelle trasdotte con LAW34-GFP. 
 
5.7 Immunofenotipo WJ-hMSC 
Una volta ingegnerizzate le cellule, è stato necessario verificare che ciò non andasse ad 
alterarne l’immunofenotipo. Le cellule sono state analizzate come descritto 
precedentemente (paragrafo 5.1.3) mediante lo Human MSC Phenotyping kit 
(Miltenyi Biotec).  
 
5.8 Differenziamento osteogenico 
Per stabilire se l’ingegnerizzazione alterasse o meno la funzionalità delle cellule, è 
stata valutata la capacità delle WJ-hMSC wt ed ingegnerizzate di differenziare in senso 
osteogenico. 
A tale scopo WJ-hMSC wt ed ingegnerizzate coi tre diversi costrutti sono state 
seminate in 2 piastre 6-well (2 x 10
5
 cellule/well) e lasciate crescere fino all'80% della 
confluenza. Per indurre il differenziamento le cellule sono state coltivate con terreno 
per differenziamento osteogenico costituito da DMEM addizionato con 20% di FBS, 
100 µg/ml di acido ascorbico, 10 mM di β-glicerofosfato e 10-7 M di dexametasone.  
Il terreno è stato cambiato ogni 3-4 giorni per 21 giorni, al termine dei quali le cellule 
sono state colorate con Alizarina Red S (Sigma-Aldrich, Milano), un colorante rosso 
che si lega ai depositi minerali del tessuto osseo, permettendo di rilevare l'avvenuto 
differenziamento. 
Il 21° giorno le cellule sono state lavate con la Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) 
e fissate con etanolo al 70% freddo per 1 ora a 4°C. Sono stati eseguiti due lavaggi con 
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PBS e infine è stata aggiunta la soluzione di Alizarina (40 mM, pH 4.2) per 10 minuti 
a temperatura ambiente. 
Dopo 3 lavaggi con HBSS, per eliminare il colore legato aspecificamente, le cellule 
sono state osservate al microscopio.  
 
5.9 Purificazione cellule mononucleate da sangue periferico (PBMC) 
I PBMC sono stati isolati dal sangue periferico di un donatore sano tramite 
Lymphoflot (Biorad), un gradiente di densità. 
Il sangue, raccolto e trattato con eparina, è stato diluito con un uguale volume di 
HBSS, dopo di che, in una falcon da 15 ml, sono stati aggiunti prima il Lymphoflot e 
sopra un uguale volume di sangue, facendo attenzione ad evitare che si mescolassero. 
A seguire, è stata effettuata una centrifuga senza freno a temperatura ambiente a 1000g 
per 20 minuti. 
Grazie al gradiente di densità, gli eritrociti, insieme ai granulociti, si vanno a 
depositare sul fondo della falcon, poiché il contatto con il Lymphoflot ne causa 
l’aggregazione andando ad aumentarne la densità. I restanti PBMC, si vanno invece a 
collezionare in una banda all’interfaccia tra il Lymphoflot e il plasma sovrastante. 
L’anello di PBMC è stato raccolto, facendo attenzione a non prelevare troppo 
Lymphoflot o plasma, e lavato con HBSS. Dopo aver centrifugato a 230g per 10 
minuti, il surnatante è stato eliminato ed è stato eseguito un ulteriore lavaggio con 
HBSS seguito da una centrifuga a 110g per 10 minuti. Eliminato il surnatante, il pellet 
di PBMC, ora contenente soprattutto linfociti e in una percentuale non troppo elevata i 
monociti, è stato risospeso in terreno RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) 
completo (10% FBS, 1% glutammina, 1% penicillina/streptomicina). 
 
5.10 Elispot 
L’Elispot (Enzyme-Linked ImmunoSpot) è un saggio immunologico altamente 
sensibile che permette di rilevare e quantificare le citochine e altre molecole secrete 
dalle cellule del sistema immunitario.  
Questo è reso possibile grazie alla presenza di anticorpi specifici diretti contro la 
molecola che si intende rilevare, immobilizzati sul fondo di ciascun pozzetto di una 
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piastra da 96 pozzetti. Le cellule da esaminare, stimolate o meno, sono aggiunte ai 
pozzetti e lasciate incubare il tempo necessario a consentire la produzione di citochine, 
che si legano così agli anticorpi. Dopo la rimozione delle cellule con il lavaggio, sono 
aggiunti anticorpi anti-citochine, coniugati con un enzima, per la rilevazione. Si 
aggiunge infine un substrato cromogeno metabolizzato dall'enzima. In questo modo 
vengono prodotti degli spot visibili, che possono essere contati con un lettore Elispot. 
Maggiore è il numero degli spot, maggiore è la quantità di citochina prodotta. 
È stato utilizzato questo saggio per comparare le proprietà immunomodulatorie delle 
WJ-hMSC wt ed ingegnerizzate, in particolare per valutare se le cellule ingegnerizzate 
avessero un incrementato potere immunosoppressivo rispetto alle wt, ossia se le cellule 
ingegnerizzate fossero in grado di ridurre in modo significativo, rispetto alle cellule 
wt, la produzione di IFN-γ da parte di linfociti T opportunamente stimolati. 
I PBMC isolati da sangue periferico mediante gradiente con Lymphoflot sono stati 
risospesi in terreno RPMI 1640 completo e contati. Un’aliquota di linfociti è stata 
incubata per 2 ore a 37°C con l’anticorpo anti CD3, per stimolarne la produzione di 
IFN-γ. Nel frattempo è stata preparata una piastra da 96 pozzetti, sul fondo di ciascuno 
dei quali è presente una membrana sulla quale sono immobilizzati anticorpi contro 
IFN- γ . Questi legheranno l’interferone e ne permetteranno la rilevazione. La piastra è 
stata lavata 4 volte con PBS (200 µl/well) e successivamente condizionata tramite 
l’aggiunta di terreno RPMI contenente 10% FBS (200 µl/well) e lasciata ad incubare 
per 30 minuti a temperatura ambiente. 
Terminate le 2 ore di incubazione dei linfociti, in 36 pozzetti sono stati aggiunti 100 µl 
di terreno RPMI contenente 3 x 10
5
 linfociti stimolati, mentre in 4 sempre 100 µl 
contenenti 3 x 10
5 linfociti non stimolati con l’anti CD3. Questi ultimi 4 pozzetti, a cui 
sono stati aggiunti 100 µl di terreno RPMI, costituivano il controllo negativo. 
A questo punto, nei pozzetti già contenenti i linfociti stimolati, sono stati aggiunti 100 
µl di terreno in cui erano state risospese 2 x 10
5
 cellule staminali wt o ingegnerizzate 
con ciascun costrutto (LAW34-GFP, LAW34-vIL10 e LAW34-vIL10/TK), o 100 µl di 
surnatante delle cellule staminali wt o ingegnerizzate con ciascun costrutto. Ciascuno 
degli otto campioni è stato seminato in quadruplicato. I restanti pozzetti, contenenti 
solo linfociti T stimolati, costituivano il controllo positivo. 
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È stata allestita allo stesso modo una seconda piastra da 96 pozzetti. Le due piastre 
sono state incubate a 37°C, una per 24 ore e l’altra per 48. 
Al termine del periodo di incubazione, le cellule presenti nei pozzetti sono state 
eliminate tramite 5 lavaggi con PBS (200 µl/well). 
È stato aggiunto l’anticorpo secondario (7-B6-ALP) diretto contro l’IFN-γ, che 
consente la rivelazione poiché coniugato alla fosfatasi alcalina. Dopo due ore di 
incubazione a temperatura ambiente, la piastra è stata lavata 5 volte con PBS (200 
µl/well). È stato aggiunto un substrato cromogeno (BCIP/NBT), metabolizzato dalla 
fosfatasi alcalina, a seguito del quale sono cominciati ad emergere gli spot. Infine la 
piastra è stata lavata sotto l’acqua corrente per bloccare la colorazione. Le due piastre 
sono state analizzate mediante un apposito lettore e sono stati contati gli spot. 
 
5.11 Analisi delle proprietà immunosoppressive della vIL-10 
sull’immunità innata 
È stata comparata la capacità dei surnatanti delle WJ-hMSC ingegnerizzate coi 
costrutti LAW34-vIL10 e LAW34-vIL10/TK, e delle cellule wt di diminuire la 
produzione di TNF-α da parte dei monociti stimolati mediante lipopolisaccaride (LPS). 
 
5.11.1 Curva di taratura della dose di LPS per lo stimolo di monociti umani 
In via preliminare è stato allestito un saggio che ha permesso di calcolare una dose di 
LPS con il quale ottenere il 50% dell’effetto massimo.  
A questo scopo i PBMC sono state stimolate con concentrazioni scalari di LPS e, per 
ciascuna di queste, è stata valutata con il FACS, mediante una doppia colorazione, la 
percentuale di monociti CD14
+
 secernenti TNF-α.  
I PBMC sono stati ottenuti dal sangue periferico di un donatore sano mediante 
gradiente di densità, descritto nel paragrafo 5.9. Le cellule così ricavate, tra le quali 
sono presenti anche i monociti, sono stati risospese in terreno (RPMI, 5% di FBS, 1% 
glutammina). Dopo che le cellule erano state contate, 250 µl di sospensione cellulare, 
contenente 5 x 10
5
 cellule, sono stati aggiunti in 5 provette già contenenti 200 µl di 
terreno. Quattro delle 5 provette, sono state portate a concentrazioni di LPS pari a 1 
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ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,01 ng/ml, 0,001 ng/ml. La quinta provetta costituiva il controllo 
negativo, senza LPS. 
Per trattenere il TNF-α prodotto dai monociti stimolati all’interno delle cellule per la 
successiva colorazione e rilevazione al FACS, le cellule sono state trattate con BFA: 
tutti i campioni sono stati, quindi, portati a 10 μg/ml di BFA e incubati a 37°C per 4 
ore. 
Al termine dell'incubazione, le cellule sono state fissate mediante aggiunta di 1 ml di 
FACS FIX (PBS, 1% paraformaldeide). Dopo una incubazione a 4°C per 20 minuti, le 
cellule sono state lavate in FACS buffer, centrifugando a 600g per 8 minuti per due 
volte. 
La colorazione è stata effettuata tramite aggiunta, in ciascuna provetta, di 7 µl di 
saponina al 5%, 2 µl di anticorpo anti-TNF-α-FITC e 1 µl di anticorpo anti-CD14-PE, 
un antigene altamente espresso sulla superficie dei monociti che ne permetterà l’analisi 
al FACS. I due anticorpi erano marcati con due fluorocromi diversi, permettendo così 
di individuare la popolazione di monociti (CD14
+
)
 
secernenti TNF-α. 
Trascorsa un’ora, durante la quale sono state lasciate al buio a temperatura ambiente, 
le cellule sono state lavate in FACS buffer, centrifugando a 600g per 8 minuti. 
Eliminato il surnatante, le cellule sono state infine risospese in 300 µl di FACS buffer. 
Per ogni campione sono poi stati acquisiti, tramite FACS, 5000 eventi CD14
+
. Le 
successive analisi sono state effettuate solo per questa popolazione, che è stata 
analizzata con un grafico raffigurante nell’asse delle ordinate il side scatter (SSC, la 
porzione di luce emessa dal citofluorimetro che viene diffratta lateralmente dalle 
cellule, indice della loro granulosità) e nell’asse delle ascisse la fluorescenza derivante 
dall’anticorpo anti-TNF-α (Figura 6.9, A). Sulla base del campione negativo, è stata 
creata un suddivisione dei grafici in quadranti, in modo che nel negativo il numero di 
eventi positivi (quadrante in alto a destra) non superasse il 2% (Figura 6.9, B). Di tutti 
i campioni è stata valutata, quindi, la percentuale di cellule positive in tale quadrante. 
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5.11.2 Valutazione dell’attività soppressiva dei surnatanti di WJ-hMSC wt e 
trasdotte sulla produzione di TNF-α da parte dei monociti 
Una volta valutata la dose di LPS ottimale, pari a 0,05 ng/ml, è stata verificata la 
capacità dei surnatanti delle WJ-hMSC, wt e ingegnerizzate coi due costrutti LAW-
vIL-10 e LAW34-vIL10/TK, di ridurre la produzione di TNF-α da parte di monociti 
stimolati con tale dose. 
I PBMC sono stati nuovamente ottenuti dal sangue periferico di un donatore sano e 
contati. Sono stati preparati 3 gruppi di 3 provette ciascuno, contenenti, 
rispettivamente, 250 μl (50% finale), 125 μl (25% finale) e 60 μl (12% finale) di 
surnatante. 
Come controllo, sono state preparate 2 provette contenenti 250 μl di terreno RPMI con 
2 diverse concentrazioni di hIL-10 ricombinante (Immunotools, Friesoythe, 
Germania): 10 ng/ml e 1 ng/ml. Sono state allestite inoltre 2 provette, contenenti solo 
250 μl di terreno RPMI, che avrebbero costituito un controllo negativo (monociti non 
trattati con LPS) e un controllo positivo (monociti trattati con LPS). 
Tutte le provette, dopo aver aggiunto 2 x 10
5
 cellule, sono state portate allo stesso 
volume di 500 μl e poste in incubatore per 30 minuti. Poi tutti i campioni sono stati 
portati a 0,05 ng/ml di LPS (escluso il controllo negativo), 10 μg/ml di BFA e 500 μl 
di volume finale. Il tutto è stato posto in incubatore per 4 ore. 
Infine le cellule sono state fissate e colorate come nel saggio descritto nel paragrafo 
5.11.1. In questo saggio è stata calcolata la percentuale di inibizione del numero di 
cellule CD14
+
 e TNF-α+. 
 
5.12 Analisi statistica 
Tutti i dati sono stati analizzati con il software GraphPad Prism e i valori numerici 
espressi come media +/- l'errore standard medio. La significatività statistica è stata 
valutata con l'analisi a una via della varianza (ANOVA) seguita dal test di Tukey; p 
<0.05 è stato considerato significativo. 
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6. Risultati 
 
6.1 Analisi della funzionalità dei costrutti: LAW34-vIL10 e LAW34-
vIL10/TK 
Per il delivery di vIL-10 all'interno delle WJ-hMSC è stato adoperato un vettore 
lentivirale di terza generazione di tipo auto-inattivante, LAW34, derivato dal virus 
dell'immunodeficienza felina (FIV) e prodotto nel nostro laboratorio (Pistello et al., 
2007). Tale vettore è in grado di veicolare DNA eterologo anche di grandi dimensioni, 
fino a 9Kbp. Per il nostro scopo in particolare sono stati prodotti due costrutti, uno 
monocistronico per veicolare vIL-10 ed uno bicistronico in cui, oltre al gene vIL-10, è 
stato introdotto la sequenza IRES e a valle di essa il gene della timidina chinasi 
dell’herpes simplex, che viene trascritta contemporaneamente all'interleuchina e 
permette il monitoraggio in vivo (Figura 6.1). Il vettore LAW34-GFP è stato utilizzato 
in parallelo agli altri due per il monitoraggio della trasfezione e della trasduzione.  
 
 
Figura 6.1: Schema dei due vettori recanti vIL-10 
 
 
 
I 3 costrutti LAW34-vIL10, LAW34-vIL10/TK e LAW34-GFP sono stati utilizzati 
dapprima per trasfettare le cellule HEK 293T ed effettuare quindi dei test di 
funzionalità dei vettori; poi sono stati utilizzati per trasdurre le WJ-hMSC.  
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Per valutare la produzione della proteina vIL-10 è stato eseguito un Western Blot sui 
lisati cellulari delle HEK 293T trasfettate. Poiché vIL-10 viene rilasciata dalle cellule 
nel terreno di coltura, prima di eseguire il test le cellule sono state trattate con BFA per 
tempi diversi: 0, 3 e 6 ore in modo che trattenessero al loro interno la proteina e per 
valutare se vi era una differenza di espressione della stessa dipendente dalla durata del 
trattamento. 
Dall’analisi tramite Western Blot risulta che in tutti i campioni, tranne nel controllo 
negativo costituito da cellule non trasfettate, è presente una sola banda di 17 kDa, 
corrispondente a vIL-10 (Figura 6.2, B). Dalla figura si può osservare come l’intensità 
della banda sia maggiore nelle cellule trasfettate con LAW34-vIL10 rispetto a quelle 
trasfettate con il costrutto bicistronico, e che in entrambi i casi l'intensità della banda 
aumenti all’aumentare della durata del trattamento con BFA. Ciò indica che il 
costrutto bicistronico produce meno vIL-10 del monocistronico e che la proteina viene 
rilasciata nel surnatante. È stato inoltre effettuato un controllo per verificare il giusto 
caricamento delle proteine con un anticorpo monoclonale anti-β-actina (Sigma-
Aldrich) (Figura 6.2, A). 
 
                  
                     
Figura 6.2: Western Blot dei vettori esprimenti vIL-10. A: rilevazione con 
anticorpo anti-β-actina. B: rilevazione con anticorpo anti-vIL-10. In ciascun pozzetto 
del gel SDS-PAGE, è stato caricato lo stesso volume di lisato di cellule HEK 293T 
non trasfettate (a) o trasfettate con LAW34-vIL10 (b-d) e LAW34-vIL10/TK (e-g). 
Cellule non trattate con BFA (a, b, e) e cellule trattate prima della lisi con 10 μg/ml di 
BFA rispettivamente per 3 ore (c, f) o 6h (d, g), per inibire la secrezione di proteina.  
A 
B 
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6.2 Set up della trasduzione e caratterizzazione in vitro delle WJ-hMSC 
I vettori LAW34-vIL10 e LAW34-vIL10/TK non possiedono un gene reporter che 
permetta di stabilire se la trasfezione e trasduzione sia avvenuta, per questo tutte le 
trasfezioni e trasduzioni sono state condotte in parallelo con il vettore esprimente la 
GFP, rilevabile al FACS. Per stabilire il valore di MOI con cui venivano trasdotte le 
cellule, sono stati titolati i virus prodotti in parallelo mediante trasfezione. La 
titolazione è stata effettuata utilizzando il surnatante proveniente dalla trasfezione delle 
HEK 293T con il vettore LAW34-GFP, per trasdurre sempre cellule HEK 293T in 
presenza di PB (8 μg/ml). La trasduzione è stata eseguita utilizzando diverse diluizioni 
del surnatante (0, 3%, 5%, 7% e 10% di virus nel volume totale). Il titolo virale 
ottenuto è pari a 3x10
6
TU/ml. Successivamente è stato eseguito un esperimento per 
valutare la concentrazione di PS che permettesse di ottenere la più alta percentuale di 
trasduzione. Un recente articolo di Paul Lin (Lin et al., 2012) riporta che la 
concentrazione ideale di PS per la trasduzione di hMSC è pari a 100 mg/ml, valori al 
di sotto e al di sopra danno un' efficienza più bassa. Partendo quindi da tale dato le 
WJ-hMSC sono state trasdotte con LAW34-GFP utilizzando concentrazioni crescenti 
di PS, da 100 μg/ml a 500 μg/ml, e ad un MOI fisso, pari a 0,1 (Figura 6.3). In accordo 
con i risultati di Lin la più alta percentuale di trasduzione (15%) è stata ottenuta con 
100 μg/ml di PS. Successivamente è stato studiato l'effetto di MOI diversi 
sull'efficienza di trasduzione delle cellule; quindi, mantenendo costante la 
concentrazione finale di PS (100 μg/ml), sono stati usati valori crescenti di MOI: 0.1-
1-10-25-35 (Figura 6.4). Dal grafico riportato risulta che i livelli migliori di 
trasduzione si ottengono ad un MOI=10, con un'efficienza di circa il 70% e che a 
valori più alti probabilmente si inizia ad avere un effetto tossico per le cellule. Sulla 
base dei risultati ottenuti in questi due esperimenti le successive trasduzioni delle WJ-
hMSC con i tre diversi costrutti, sono state effettuate utilizzando MOI=10 ed una 
concentrazione finale di PS pari a 100 μg/ml, ottenendo livelli di trasduzione di circa il 
65%. 
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Figura 6.3: Valutazione della concentrazione di PS ottimale. Le WJ-hMSC sono 
state trasdotte con MOI=0,1 e con concentrazioni crescenti di PS. 
 
 
Figura 6.4: Valutazione di differenti MOI sull’efficienza di trasduzione. Le WJ-
hMSC sono state trasdotte a differenti MOI con o senza PS. 
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Una volta che le cellule sono state trasdotte, sono stati effettuati degli esperimenti per 
valutare se a seguito della traduzione si verificasse un'alterazione del fenotipo e/o delle 
proprietà biologiche delle WJ-hMSC. Le cellule wt e ingegnerizzate sono state 
analizzate al FACS per valutare l'espressione dei marker che identificano le cellule 
staminali mesenchimali umane, ossia dovevano risultare positive per CD90, CD73 e 
CD105 e negative per CD45, CD14, CD20 e CD34, che identificano le cellule 
ematopoietiche. Dai dati riportati nella Figura 6.5, tutti i campioni sono risultati 
positivi per i marker caratteristici delle MSC (con una percentuale superiore al 95%) e 
negativi per quelli delle cellule ematopoietiche, dimostrando che, dal punto di vista 
fenotipico, non vi erano differenze tra le WJ-hMSC wt ed ingegnerizzate.  
 
Figura 6.5: Analisi fenotipica WJ-hMSC effettuata tramite FACS. 
 
 
L’attività biologica è stata valutata mantenendo in coltura le cellule wt e quelle 
ingegnerizzate per 21 giorni con un apposito terreno che induce il differenziamento delle 
MSC in senso osteogenico. Le cellule sono state poi colorate con Alizarina Red S, che si 
lega ai depositi minerali (Figura 6.6). Come si può osservare dalle immagini in luce 
trasmessa ottenute con un microscopio ottico, tutte le cellule wt ed ingegnerizzate sono state 
in grado di differenziare senza evidenti differenze. 
Campione 
Marker 
CD 90 CD 73 CD 105 Marker ematopoietici 
(CD45/CD14/CD20/CD34) 
MSC wt  95.5% 98.3% 96.8% 2.5% 
MSC-GFP  95.6% 99% 96.7% 1.7% 
MSC-vIL10  96.1% 99.1% 97.1% 1.7% 
MSC-vIL10/TK  95.6% 98.4% 96.7% 1.5% 
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Figura 6.6: Differenziamento in senso osteogenico delle WJ-hMSC. Le cellule, 
indotte a differenziare per 21 giorni con un apposito terreno, sono state colorate con 
Alizarina Red S. 
 
6.3 Trasduzione delle WJ-hMSC con vIL-10 e vIL-10/TK e valutazione 
delle proprietà immunomodulatorie  
Per valutare se le WJ-hMSC trasdotte con i due vettori recanti il gene per la vIL-10 
rilasciassero la citochina all'interno del terreno di coltura, due giorni dopo la 
trasduzione i surnatanti sono stati raccolti per misurare la concentrazione di vIL-10 
tramite un saggio ELISA. Come mostrato nella Figura 6.7, sia le cellule ingegnerizzate 
con il vettore bicistronico LAW34-vIL10/TK che con quello monocistronico LAW34-
vIL10, producono vIL-10, ma il bicistronico ne produce meno del monocistronico. 
Questo risultato è in accordo con quanto dimostrato con il Western Blot, in cui si vede 
che la quantità di proteina prodotta dal monocistronico è maggiore. 
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Figura 6.7: Analisi della produzione di vIL-10 tramite saggio ELISA. 
 
 
Sono state infine comparate le proprietà immunomodulatorie delle WJ-hMSC wt ed 
ingegnerizzate. Questo è stato effettuato tramite un saggio Elispot, dove è stata 
valutata la capacità delle WJ-hMSC di inibire la produzione di IFN-γ da parte di 
linfociti T stimolati, sia tramite contatto diretto, sia tramite il solo surnatante di coltura. 
I PBMC sono stati contati e divisi in due aliquote: nella prima i linfociti non sono stati 
stimolati (controllo negativo), mentre nell'altra i linfociti sono stati trattati con 
l’anticorpo anti CD3 per stimolare la produzione di IFN-γ. Questi ultimi sono stati 
seminati da soli (controllo positivo) o in combinazione con un uguale numero di WJ-
hMSC wt o ingegnerizzate, o con i rispettivi surnatanti. I dati sperimentali sono stati 
riferiti al controllo positivo, dividendo il numero medio di spot di ciascuna 
combinazione per il numero medio di spot del controllo positivo. In questo modo uno 
spot ratio inferiore a 1 indica una produzione di IFN-γ minore rispetto al controllo 
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positivo e quindi un minore numero di spot. L'Elispot è stato effettuato mantenendo in 
coltura i linfociti con le WJ-hMSC o con il terreno condizionato per 24 o 48 h. 
Dai grafici (Figura 6.8) si osserva come le WJ-hMSC ingegnerizzate coi due vettori 
recanti vIL-10, ad entrambi i tempi esaminati, riducano significativamente il numero 
di spot, con entità simili. Per quanto riguarda i surnatanti di questi due tipi cellulari, si 
può osservare come nel primo tempo esaminato (24 ore), entrambi siano in grado di 
diminuire il numero di spot, con un maggiore effetto del surnatante delle WJ-hMSC 
trasdotte con il vettore monocistronico. Nel secondo tempo esaminato (48 ore), solo il 
surnatante di queste ultime lo riduce. La riduzione del numero di spot da parte dei soli 
surnatanti, inoltre, è minore rispetto a quando sono presenti anche le cellule. Ciò indica 
che è necessario anche un contatto cellula-cellula per una efficiente riduzione di IFN-
γ. Per le WJ-hMSC wt e trasdotte con LAW34-GFP non si osserva una riduzione del 
numero di spot. 
 
Figura 6.8: Saggio Elispot condotto a 24 e 48 ore. 
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6.4 Curva di taratura della dose di LPS per lo stimolo di monociti umani 
Una volta dimostrato che i surnatanti di coltura delle WJ-hMSC wt e ingegnerizzate 
coi due costrutti recanti vIL-10 avevano un qualche effetto inibitorio sulla risposta 
immunitaria cellulo-mediata acquisita, è stato valutato se i suddetti avessero un effetto 
inibitorio anche sulla risposta innata.  
È noto che i monociti rispondano allo stimolo con LPS sintetizzando, fra le altre 
citochine, il TNF-α. A tale scopo, è stata valutata la dose ottimale di LPS, 
corrispondente a quella con la quale si otteneva circa la metà dell’effetto massimo 
ottenibile con LPS sulla popolazione monocitaria, in modo da porsi in una situazione 
dove lo stimolo dell’LPS non fosse così forte da poter occultare l’effetto inibitorio di 
vIL10. Una volta aggiunte concentrazioni scalari di LPS e trattati con BFA, i PBMC 
sono stati sottoposti ad una doppia colorazione, con un anticorpo diretto contro il 
CD14, che ha consentito di identificare i monociti, e uno contro il TNF-α. In questo 
modo, è stato possibile individuare la popolazione di monociti secernenti TNF-α. Gli 
eventi acquisiti sono stati analizzati ponendo un gate sulla popolazione CD14
+ 
(Figura 
6.9 A). Tali eventi sono stati analizzati poi per la positività per il TNF-α. Su grafici che 
riportavano SSC in funzione della fluorescenza derivante dall’anticorpo anti-TNF-α, è 
stata individuata la percentuale di cellule CD14
+
 e TNF-α+, nel quadrante in alto a 
destra (Figura 6.9, B-F). Maggiore era questo valore, maggiore era la stimolazione 
derivata da LPS. Dall’analisi dei dati, la concentrazione di LPS scelta è risultata essere 
0,05 ng/ml, un valore intermedio tra le concentrazioni 0,1 ng/ml e 0,01 ng/ml, con le 
quali si otteneva una percentuale di monociti stimolati pari rispettivamente al 74% e 
24%, in quanto il 100% dell’effetto (effetto massimo) corrispondeva ad un 84% di 
monociti stimolati.  
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Figura 6.9: Valutazione effetto dose-dipendente dell’LPS sulla produzione di 
TNF-α da parte di monociti umani. I numeri nel quadrante in alto a destra indicano 
la percentuale di monociti positivi al TNF-α.  
A: popolazione analizzata, raffigurata dal gate sui monociti CD14
+
. B: controllo 
negativo, senza LPS, contenente massimo 2% di cellule CD14
+
, TNF-α+ nel quadrante 
in alto a destra. C, D, E, F: campioni contenenti LPS in dosi crescenti. 
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6.5 Analisi delle proprietà immunosoppressive della vIL-10, contenuta 
nei surnatanti delle WJ-hMSC wt e trasdotte, su monociti umani 
Una volta individuata la dose di LPS ritenuta ottimale, è stata valutata la capacità dei 
surnatanti delle WJ-hMSC, wt e ingegnerizzate coi due costrutti recanti vIL-10, di 
ridurre la produzione di TNF-α da parte dei monociti stimolati con tale dose di LPS. In 
questo saggio, i monociti, oltre che con LPS e BFA, sono stati incubati con diverse 
quantità di surnatanti cellulari. Sono state testate 3 diverse percentuali, 50%, 25% e 
12% (che si riferiscono al volume totale della provetta), per valutare se vi fosse un 
effetto dose-dipendente. I campioni sono stati colorati e analizzati al FACS come nel 
saggio descritto nel paragrafo precedente. 
È stata calcolata, per ciascun campione, la percentuale di cellule CD14
+
, TNF-α+. Da 
questo valore si è risaliti ad una percentuale di inibizione della produzione di TNF-α 
da parte di ciascuna dose (Figura 6.10), secondo la seguente formula:  
 
  % inibizione    : 100 - [(% eventi CD14
+
 e TNF-α+ nel campione x) x 100] 
 nel campione x          (% eventi CD14
+
 e TNF-α+ nel campione con solo LPS) 
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Figura 6.10: I surnatanti delle WJ-hMSC-vIL-10 e WJ-hMSC-vIL-10/TK 
inibiscono la produzione di TNF-α da parte di monociti umani stimolati con LPS. 
Cellule mononucleate di sangue periferico sono state incubate con il 50% (colonne 
nere), 25% (colonne tratteggiate) e 12% ( colonne bianche) di surnatante di cellule 
WJ-hMSC wild type o ingegnerizzate con vIL-10 o vIL-10/TK, o, come controllo, con 
10 ng/ml (barra grigio scuro) o 1 ng/ml (barra grigio chiaro) di hIL-10. Sono stati 
aggiunti 0,05 ng/ml di LPS e 10 μg/ml di BFA. Dopo 4 ore le cellule sono state fissate, 
colorate per il CD14 e il TNF-α e sono stati acquisiti, mediante citofluorimetro, 5.000 
eventi nel gate dei CD14. La percentuale di inibizione della produzione di TNF-α è 
stata calcolata come descritto. 
 
 
Come si vede nella Figura 6.10, i surnatanti delle WJ-hMSC wt hanno una attività 
immunosoppressiva, ma quella dei surnatanti delle WJ-hMSC trasdotte è maggiore. Le 
diverse diluizioni sono state effettuate per valutare se vi fosse un effetto dose 
dipendente. Dall’analisi dei surnatanti delle WJ-hMSC trasdotte con vIL-10/TK 
vediamo che l’effetto è dose dipendente, poiché tra il surnatante al 25% e quello al 
12% vi è una riduzione della capacità di inibizione della produzione di TNF-α. Il 
surnatante al 50%, non si discosta molto da quello al 25%, facendo presumere che già 
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al 25% sia presente una quantità di vIL-10 che esercita già il suo effetto massimo. Al 
50% siamo quindi in una fase di plateau.  
Nei surnatanti delle WJ-hMSC trasdotte con vIL-10 è presenta una situazione simile, 
con un effetto dose dipendente e una presunta fase di plateau al 50%.  
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7. Discussione 
Le cellule staminali mesenchimali sono cellule multipotenti che hanno la potenzialità 
di differenziare in lineage mesodermici. Diversi studi hanno dimostrato tuttavia che 
sono in grado di differenziare anche in altri tipi cellulari, quali precursori neurali ed 
epatociti. Sebbene siano state isolate per la prima volta dal midollo osseo, sono state 
trovate anche in altri distretti, quali il tessuto adiposo, la placenta e la gelatina di 
Wharton. Queste cellule possiedono una bassa immunogenicità e elevate proprietà 
immunosoppressive, caratteristiche che le hanno rese degli strumenti promettenti per 
la terapia cellulare nella cura di patologie infiammatorie. Le MSC sono state infatti 
impiegate in vivo per il trattamento del GvHD, per aumentare la sopravvivenza nei 
trapianti d’organo e nella cura di patologie autoimmuni, quali il LES e il diabete. Gli 
esiti dei trial clinici sono promettenti, tuttavia potrebbero essere ottenuti risultati 
migliori aumentando le proprietà delle MSC tramite ingegnerizzazione. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di ingegnerizzare le MSC mediante l'espressione 
di interleuchina-10 derivante dal virus di Epstein-Barr (vIL-10), in modo tale da 
ottenere una popolazione di MSC che manifestasse un incrementato potere 
immunosoppressivo, in modo da poter utilizzare queste cellule nel trattamento e nella 
prevenzione di patologie causate dal sistema immunitario. 
La trasduzione del gene per l’ IL-10 nelle MSC (BM-MSC) è stata già impiegata nel 
topo per il trattamento dell’AR (Choi et al., 2008) e nell’attenuazione del GvHD (Min 
et al., 2007) con risultati positivi. 
Questo è il primo lavoro nel quale le WJ-hMSC sono state trasdotte con vIL-10. La 
scelta di questa interleuchina, al posto di quella umana, è dovuta al fatto che vIL-10 
possiede quasi esclusivamente proprietà immunosoppressive, mentre quelle umana 
possiede anche quelle immunostimolanti. Per questo motivo, ne è stato analizzato il 
potenziale terapeutico, ed è risultato che in modelli animali è in grado di apportare 
miglioramenti in alcune patologie in cui è coinvolto il sistema immunitario, come il 
diabete e la AR.  
La scelta delle WJ-hMSC al posto delle MSC prelevate dal midollo osseo, che sono le 
MSC più largamente usate, è dovuto al fatto che le WJ-hMSC possiedono una capacità 
proliferativa maggiore, inoltre il loro isolamento dal cordone ombelicale non prevede 
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procedure invasive e dolorose, come invece nel caso delle BM-MSC. Per 
l'ingegnerizzazione delle WJ-hMSC con vIL-10 è stato impiegato LAW34, un vettore 
lentivirale auto-inattivante preparato in precedenza nel nostro laboratorio (Pistello et 
al., 2007). In quanto vettore lentivirale, esso si integra stabilmente nel genoma, 
garantendo una trasduzione stabile, inoltre, possedendo entrambe le LTR delete, ha un 
ridotto rischio di mutagenesi inserzionale. Secondo una procedura comune per i vettori 
lentivirali allo scopo di evitare la generazione di particelle infettanti, LAW34 è stato 
prodotto tramite co-trasfezione in cellule HEK 293T di tre plasmidi: un plasmide di 
packaging, un plasmide codificante l’envelope e un plasmide contenente il costrutto di 
interesse. 
Sono stati utilizzati due diversi costrutti: uno monocistronico, esprimente soltanto vIL-
10 e l’altro bicistronico, esprimente anche la TK, il cui gene è separato da quello di 
vIL-10 tramite una sequenza IRES. La TK permetterà di monitorare in vivo le cellule 
trasdotte, una volta introdotte nell’organismo, tramite la elettrotomografia di positroni 
(PET), una tecnica non invasiva ampiamente usata per l’imaging in vivo. Il 
monitoraggio sarà reso possibile grazie all’aggiunta di un analogo pirimidinico non 
tossico e a breve emivita dell’acyclovir (ACV), che, una volta fosforilato dalla TK, 
rimarrà all’interno delle cellule trasdotte, emettendo un segnale rilevabile mediante 
PET. Il costrutto monocistronico è stato impiegato per valutare se la sequenza IRES-
TK interferisse con la produzione e le funzionalità della vIL-10. Dato che i due 
costrutti non sono in possesso di un gene reporter che permetta di valutare l’efficienza 
di trasfezione e di trasduzione, è stato utilizzato in parallelo un terzo costrutto 
esprimente la GFP, che ha permesso il monitoraggio di entrambe le procedure. 
Prima di procedere alla produzione di particelle virali, è stata valutata la produzione 
della proteina vIL-10 da parte dei due costrutti tramite un Western Blot sui lisati 
cellulari di HEK 293T trasfettate. L’analisi ha dimostrato che entrambi i costrutti sono 
funzionanti, in quanto vIL-10 viene prodotta sia da cellule trasfettate con il 
monocistronico, che da quelle trasfettate con il bicistronico, tuttavia quest’ultimo 
risulta produrre una minore quantità di proteina. Ciò forse è dovuto al fatto che questo 
vettore, in quanto di dimensioni maggiori, ha una efficienza di trasfezione minore, e/o 
una efficienza di trascrizione/traduzione ridotta. 
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Una volta valutata la funzionalità dei costrutti nelle HEK 293T, le WJ-hMSC sono 
state trasdotte con le tre diverse particelle virali. Per ottimizzare il processo di 
trasduzione, sono state testate diverse concentrazioni di PS a MOI fisso e diversi MOI 
a concentrazione fissa di PS. Il protocollo standard di trasduzione lentivirale delle 
hMSC prevede l’impiego del PB, che però è recentemente risultato ridurre la 
proliferazione e le capacità differenziative delle MSC (Lin et al., 2011). Perciò è stato 
adoperato un nuovo protocollo di trasfezione sviluppato da Paul Lin (Lin et al., 2012), 
che prevede l’impiego di PS al posto di PB. I risultati analizzati al FACS mostrano che 
le WJ-hMSC possono essere efficacemente trasdotte con una concentrazione di PS 
pari 100 μg/ml, in accordo con i risultati di Lin, e senza conseguenze sulle proprietà 
delle cellule, come dimostrano il saggio fenotipico e di differenziamento osteogenico. 
L’analisi fenotipica ha infatti mostrato che più del 95% della popolazione delle WJ-
hMSC wt ed ingegnerizzate è risultata positiva ai tre marker stabiliti dalla ISCT, e che 
meno del 2% è risultata positiva ai marker delle cellule ematopoietiche. Inoltre, nel 
saggio di differenziamento osteogenico non sono state osservate differenze evidenti tra 
WJ-hMSC wt ed ingegnerizzate. 
Il passo successivo è stato quello di verificare se le WJ-hMSC ingegnerizzate con i due 
costrutti recanti il gene per la vIL-10 rilasciassero la citochina nel terreno di coltura. 
La misurazione della concentrazione di vIL-10 è stata effettuata tramite un saggio 
ELISA, che ha mostrato, in accordo con il Western Blot, una ridotta produzione della 
citochina da parte delle cellule ingegnerizzate con il vettore bicistronico rispetto al 
monocistronico.  
Le proprietà immunosoppressive delle WJ-hMSC wt ed ingegnerizzate, oltre che dei 
rispettivi surnatanti, sono state valutate sull’immunità cellulo-mediata acquisita e su 
quella innata. Per quanto riguarda l’immunità acquisita, è stata saggiata la capacità di 
inibire la produzione di IFN-γ da parte di linfociti T stimolati. In presenza di WJ-
hMSC wt o del rispettivo surnatante non si è assistito ad una riduzione della 
produzione di IFN-γ, nonostante che queste cellule possiedano proprietà 
immunosoppressive, probabilmente perché il rapporto utilizzato nel test tra il numero 
di linfociti ed il numero di MSC (1:0,6) era troppo basso per vedere effetti di 
inibizione. Diversamente, utilizzando WJ-hMSC ingegnerizzate con vIL-10 al posto 
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delle wt e mantenendo lo stesso rapporto con i linfociti, si è osservata una riduzione 
significativa di IFN-γ, indicando quindi che vIL-10 è in grado di aumentare le 
proprietà immunosoppressive di queste cellule. Inoltre sia le cellule ingegnerizzate con 
il vettore monocistronico che con quello bicistronico mostravano risultati paragonabili, 
indicando che, anche se vIL-10 è prodotta in quantità minore dal costrutto bicistronico, 
è presente in una quantità sufficiente per esercitare un effetto analogo. Anche i 
rispettivi surnatanti sono risultati in grado di diminuire la produzione di IFN-γ, anche 
se in misura minore rispetto alle cellule, indicando quindi la necessità di un contatto 
cellula-cellula per ottenere un effetto maggiore. Questo risultato indica quindi non solo 
che le cellule ingegnerizzate aumentano notevolmente il loro potenziale 
immunosoppressivo rispetto alle wt ma che è indispensabile il contatto cellulare come 
indicato da Di Nicola et al (2002). 
Quindi, è stata valutata la capacità dei surnatanti delle WJ-hMSC wt e ingegnerizzate 
di ridurre la produzione di TNF-α da parte dei monociti stimolati con LPS. I risultati 
indicano che i surnatanti delle WJ-hMSC ingegnerizzate sono più immunosoppressivi 
delle wt, in quanto riducono in maniera maggiore la produzione di TNF-α. L’effetto 
del surnatante delle WJ-hMSC trasdotte con vIL-10/TK al 50% non si discosta molto 
da quello al 25%, così come nel caso delle  WJ-hMSC trasdotte con vIL-10, facendo 
presumere che già al 25% sia presente una quantità di vIL-10 che esercita già il suo 
effetto massimo. Inoltre, in presenza di questo surnatante al 25%, si osserva un effetto 
di riduzione del TNF-α simile a quello dei surnatanti al 25% delle WJ-hMSC trasdotte 
con vIL-10, indicando che, anche se vIL-10 è prodotta in quantità minore dal costrutto 
bicistronico, è presente nel surnatante in una quantità tale da esercitare già il suo 
effetto massimo in queste condizioni. 
In conclusione, i risultati indicano quindi che l’ingegnerizzazione delle WJ-hMSC con 
vIL-10 aumenta il loro potere immunosoppressivo senza alterarne le proprietà, 
andando così a costituire un potenziale nuovo e più potente approccio di terapia 
cellulare. Saranno necessari successivi studi in vivo su modelli animali per 
confermarne l’efficacia. 
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